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I (54) Title: VACCINE AGAINST THE NILE FEVER VIRUS 



: (54) Titre : VACCIN CONTRE LE VIRUS DE LA FIEVRE DU NIL 



(57) Abstract: The invention concerns in vivo and in vitro expression vectors comprising a polynucleotide coding for the structural 
\J protein E of the Nile fever virus or the WN virus, optionally associated with a polynucleotide coding for the pre-membrane protein 

prM and/or for the membrane protein M, in particular in the form coding for prM-M-E. Said in vivo expression vectors are incor- 
I porated in live vaccines. The in vivo expression vectors are used for producing in vitro proteins which can then be used in subunit 
^ vaccines. The invention also concerns multivalent vaccines comprising a vaccine constituent against the WN virus and a vaccine 

constituent against another pathogen. The invention is particular designed for horses, dogs, cats, cattle, pigs and birds. 
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^ (57) Abrege : L'invention concerne des vecteurs d'expression in vivo et in vitro comprenant un polynucleotide codant pour la pro- 
teine structurale E du virus de la fievre du Nil ou virus WN, eventuellement associe a un polynucleotide codant pour la proteine de 

^ pre-membrane prM et/ou pour la proteine de membrane M, notamment sous la forme codant pour prM-M-E. Des vaccins vivants in- 
corporent de tels vecteurs d'expression in vivo. Les vecteurs d'expression in vitro sont utilises pour produire les proteines in vitro qui 

^ pourront ensuite etre utilisees dans des vaccins de sous-unites. L'invention concerne aussi des vaccins multivalents comprenant un 

£^ composant de vaccin contre le virus WN et un composant de vaccin contre un autre agent pathogene. L'invention vise en particulier 

^ les equins, les canins, les felins, les bovins, les porcins et les oiseaux. 
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VACCIN COftTBE UE VIRUS DE IA FIEVRE DU NIL 



La presente invention a pour objet des vecteurs d'expression in vivo et 
in vitro comprenant et exprimant au moins un polynucleotide du virus de la 
fievre du Nil, ainsi que des compositions immunogenes et des vaccins contre 
la fievre du Nil. Elle a encore pour objet des methodes d'immunisation et de 
5 vaccination contre ce virus. 

Le virus de la fievre du Nil (West Nile Virus ou WNV) fut identifie pour la 
premiere fois en 1937 chez I'homme en Ouganda dans la province de West 
Nile (Zeller H. G.,. Med. Trap., 1999, 59, 490-494). 

Largement repandu en Afrique, et aussi rencontre en Inde, au Pakistan 
10 et dans le bassin mediterraneen, il a ete identifie aux- USA pour la premiere 
fois dans la ville de New York en 1999 (Anderson J. F. et a/., Science, 1999, 
286, 2331-2333). 

Le virus de la fievre du Nil touche aussi bien les oiseaux que les 
mammiferes et I'homme. 
15 La maladie se caracterise chez les oiseaux par une attaque du systeme 

nerveux central et la mort. Les lesions incluent des encephalites, des 
hemorragies dans le myocarde et des hemorragies et necroses dans le 
tractus intestinal. 

Chez les poulets, des infections experimentales par inoculations sous- 
20 cutanees de virus de la fievre du Nil isoles sur des corneilles ont entraine des 
necroses du myocarde, des nephrites et des pneumonies de 5 a 10 jours 
apres inoculation, des encephalites moderees a severes, 21 jours apres 
inoculation (Senne D. A. era/., Avian Disease, 2000, 44, 642-649). 

Le virus de la fievre du Nil touche aussi les chevaux, notamment en 
25 Afrique du Nord et en Europe (Cantile C. et a/., Equine Vet. J., 2000, 32(1), 
31-35). Ces chevaux montrent des signes d'ataxie, de faiblesse des membres 
posterieurs, de paresie evoluant vers une tetraplegie et la mort. Les chevaux 
et les camelides sont les principaux animaux manifestant des signes cliniques 
sous forme d'encephalites. 
30 Des anticorps anti-WNV ont ete detectes chez certains rongeurs, chez 

le betail, notamment chez des bovins et des ovins, chez des animaux 
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domestiques, notamment chez le chien (Zeller H. G., Med. Trap,, 1999, 59, 
490-494 ; Lundstrom J. O., Journal of Vector Ecology, 1999, 24(1), 1-39). 

L'espece humaine n'est pas epargnee par le virus de la fievre du Nil, 
avec de nombreux symptomes (Sampson B. A., Human Pathology, 2000, 
5 31(5), 527-531 ; Marra C. M„ Seminars in Neurology, 2000, 20(3), 323-327). 

Le virus de la fievre du Nil est transmis aux oiseaux et aux mammiferes 
par piqures de certains moustiques (par exemple Culex, Aedes, Anopheles) et 
de tiques. 

Les oiseaux sauvages et domestiques sont un reservoir pour le virus 
10 de la fievre du Nil et un vecteur de propagation par leurs migrations. 

Les virions du virus de la fievre du Nil sont des particules spheriques de 
50 nm de diametre constitutes d'une enveloppe lipoproteique entourant une 
nucleocapside icosahedrique contenant un ARN simple brin de polarite 
positive. 

15 Un unique cadre ouvert de lecture (COL) code pour I'ensemble des 

proteines virales sous la forme d'une polyproteine. Le clivage et la maturation 
de cette polyproteine conduit a la production d'une dizaine de proteines 
virales differentes. Les proteines structurales sont codees par la partie 5' du 
genome et. correspondent a la nucleocapside nommee C (14 kDa), la 

20 glycoproteine d'enveloppe nommee E (50 kDa), la proteine de pre-membrane 
nommee prM (23 kDa), la proteine de membrane nommee M (7 kDa). Les 
proteines non structurales sont codees par la partie 3' du genome et 
correspondent aux proteines NS1 (40 kDa), NS2A (19 kDa), NS2B (14 kDa), 
NS3 (74 kDa), NS4A (15 kDa), NS4B (29 kDa), NS5 (97 kDa). 

25 Parrish C. R. et al. (J. Gen. Virol., 1991, 72, 1645-1653), Kulkarni A. B. 

et al. (J. Virol., 1992, 66(6), 3583-3592) et Hill A. B. et al. (J. Gen. Virol., 1992, 
73, 1115-1123) ont construit, a partir du virus de la vaccine, des vecteurs 
d'expression in vivo contenant divers inserts correspondant a des sequences 
nucleotidiques codant pour des proteines non-structurales du virus Kunjin 

30 eventuellement associees a des proteines structurales. Ces vecteurs ont ete 
administres a la souris pour evaluer la reponse immunitaire cellulaire. Les 
auteurs insistent sur I'importance de la reponse cellulaire, reponse qui est 
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essentiellement stimulee par les proteines non-structurales et en particulier 
par NS3, NS4A et NS4B. Ces articles font ressortir la difficulte a mettre en 
evidence quelle serait une bonne strategie de vaccination contre la fievre du 
Nil. 

5 A ce jour, il n'y a pas de vaccin pour prevenir ['infection par le virus WN. 

La presente invention a pour objectif de proposer un moyen de 
prevention et/ou de lutte contre les maladies causees par le virus WN. 

Un autre objectif de I'invention est de proposer un tel moyen qui puisse 
etre employe chez les differentes especes animates sensibles a la maladie 
10 causee par ce virus et, en particulier, les especes equines et aviaires. 

Un autre objectif encore de i'invention est de proposer des methodes 
d'immunisation et de vaccination des especes cibles. 

Un autre objectif de I'invention est de proposer de tels moyens et 
methodes permettant d'assurer un diagnostic differentiel. 
15 Ainsi, I'invention a pour premier objet les vecteurs d'expression in vitro 

et/ou in vivo comprenant un polynucleotide codant pour la proteine 
d'enveloppe E du virus WN. Ces vecteurs comprennent en plus les elements 
necessaires a I'expression du polynucleotide dans la cellule hote. 

En plus du polynucleotide codant pour E, les vecteurs d'expression 
20 selon I'invention peuvent comprendre un ou plusieurs autres polynucleotides 
codant pour d'autres proteines du virus WN, de preference des proteines 
structurales du virus WN, ces sequences etant de preference choisies parmi 
celles codant pour la proteine de pre-membrane prM et pour la proteine de 
membrane M. 

25 Le vecteur comprend de preference un polynucleotide formant une 

seule phase codante correspondant e.g. a prM-E, M-E et plus particulierement 
a prM-M-E. Un vecteur comprenant plusieurs polynucleotides separes codant 
pour les differentes proteines (e.g. prM et/ou M et E) entre aussi dans le cadre 
de la presente invention. Le vecteur, en particulier in vivo, peut aussi 

30 comprendre des polynucleotides correspondant a plus d'une souche de virus 
WN, en particulier deux ou plus polynucleotides codant pour E ou pour prM- 
M-E de souches differentes. Comme on le verra plus loin, le vecteur, en. 
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particulier in vivo, peut aussi comprendre une ou des sequences 
nucleotidiques codant pour des immunogenes d'autres agents pathogenes 
et/ou pour des cytokines. 

Suivant un mode de realisation prefere de l'invention, ie vecteur 
d'expression comprend un polynucleotide codant pour prM-M-E et ce de 
preference en une seule phase de lecture. 

Par polynucleotide codant pour une proteine du virus WN, on entend 
principalement un fragment d'ADN qui code pour cette proteine, ou ie brin 
complementaire de ce fragment d'ADN. Un ARN n'est pas exclu. 

Au sens de l'invention, Ie terme proteine englobe les fragments, y 
compris peptides et polypeptides. Par definition, Ie fragment de proteine est 
immunologiquement actif en ce sens qu'une fois administre a I'hote, il est 
susceptible de declencher une reponse immunitaire de type humorale et/ou 
cellulaire dirigee contre la proteine. De preference, Ie fragment de proteine est 
tel qu'il possede substantiellement la meme activite immunologique que la 
proteine entiere. Un fragment de proteine selon l'invention comprend done au 
moins un epitope ou determinant antigenique. Le terme epitope se rapporte a 
un site de la proteine capable d'induire une reaction immunitaire de type 
humorale (cellules B) et/ou de type cellulaire (cellules T). 

La structure minimale du polynucleotide est done celle qui code pour un 
epitope ou determinant antigenique de la proteine consideree. Un 
polynucleotide codant pour un fragment de. la proteine totale comprend 
notamment au minimum 21 nucleotides, notamment au moins 42 nucleotides 
et de preference au moins 57, 87 ou 150 nucleotides consecutifs de la 
sequence dont il est issu. Les techniques de determination des epitopes sont 
bien connues de I'homme du metier, on peut notamment utiliser les banques 
de peptides chevauchants (Hemmer B. ef a/., Immunology Today, 1998, 
19(4), 163-168), Pepscan (Geysen H. M. et a/., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 

1984, 81(13), 3998-4002 ; Geysen H. M. ef a/., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 

1985, 82(1), 178-182 ; Van der Zee R. et a/., Eur. J. Immunol., 1989, 19(1), 
43-47 ; Geysen H. M., Southeast Asian J. Trop. Med. Public Health, 1990, 
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21(4), 523-533 ; Multipin® Peptide Synthesis Kits de Chiron), les algorithmes 
(De Groot A. etal., Nature Biotechnology, 1999, 17, 533-561). 

En particulier les polynucleotides selon ['invention comprennent la 
sequence nucleotidique codant pour Tun ou les deux domaines 
transmembranaires, de preference les deux, situes en partie C terminale de la 
proteine E. Pour la souche WNV NY99 ces domaines correspondent aux 
sequences en acides amines 742 a 766 et 770 a 791 de GenBank AF1 96835. 

Des elements necessaires a i'expression du ou des polynucleotides 
sont presents. II s'agit a minima d'un codon d'initiation (ATG), d'un codon stop 
et d'un promoteur, ainsi qu'une sequence de polyadenylation pour les 
plasmides et les vecteurs viraux autres que poxvirus. Lorsque le 
polynucleotide code pour un fragment de la polyproteine, par exemple prM-E, 
M-E, prM-M-E, un ATG est place en 5' de la phase de lecture et un codon 
stop est place en 3'. Comme il sera explique plus loin, d'autres elements, 
permettant le controle de I'expression, pourront etre presents, tels que 
sequences activatrices (en anglais « enhancer »), sequences stabilisatrices, 
sequences signal permettant la secretion de la proteine. 

La presente invention a aussi pour objet des preparations comprenant 
de tels vecteurs d'expression. Plus particulierement, elle conceme des 
preparations comprenant un ou plusieurs vecteurs d'expression in vivo, 
comprenant et exprimant un ou plusieurs des polynucleotides ci-dessus, dont 
celui codant pour E, dans un vehicule ou excipient pharmaceutiquement 
acceptable. 

Suivant une premiere modaiite de I'invention, le ou les autres vecteurs 
dans la preparation comprennent et expriment une ou plusieurs autres 
proteines du virus WN, e.g. prM, M, prM-M. 

Suivant une autre modaiite, le ou les autres vecteurs dans la 
preparation comprennent et expriment une ou plusieurs proteines d'une ou 
plusieurs autres souches de virus WN. Notamment, la preparation comprend 
au moins deux vecteurs exprimant, en particulier in vivo, des polynucleotides 
de souches WN differentes, codant pour les memes proteines et/ou pour des 
proteines differentes, de preference pour les memes proteines. II s'agit de 
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preference de vecteurs exprimant in vivo E ou prM-M-E de deux, trois ou plus 
•■ souches WN differentes. L'invention vise aussi les melanges de vecteurs 
exprimant prM, M, E, prM-M, prM-E ou M-E de souches differentes. 

Suivant une autre modalite encore, et comme on ie verra plus en detail 
5 plus loin, le ou les autres vecteurs dans la preparation comprennent et 
expriment une ou plusieurs cytokines et/ou un ou plusieurs immunogenes 
d'un ou plusieurs autres agents pathogenes. 

L'invention vise aussi les diverses combinaisons de ces differentes 
modalites. 

io Les preparations comprenant un vecteur d'expression in vitro ou in vivo 

comprenant et exprimant un polynucleotide codant pour prM-M-E constituent 

un mode de realisation prefere de l'invention. 

Suivant un mode de realisation particulier de ('invention, les vecteurs 

d'expression in vivo ou in vitro comprennent comme seul(s) polynucleotide(s) 
15 du virus WN, un polynucleotide codant pour la proteine E, eventuellement 

associe a prM et/ou M, de preference codant pour prM-M-E, et 

eventuellement une sequence signal du virus WN. 

Suivant un mode de realisation particulier, une ou plusieurs des 

proteines non structurales NS2A, NS2B et NS3 sont exprimees conjointement 
20 aux proteines structurales selon l'invention, soit via le meme vecteur 

d'expression, soit via un vecteur d'expression propre. Elles sont de preference 

exprimees ensemble a partir d'un polynucleotide unique. 

L'invention a done aussi pour objet un vecteur d'expression, in vivo ou 

in vitro, comprenant le polynucleotide codant pour NS2A, NS2B, NS3, leurs 
25 combinaisons, et de preference pour NS2A-NS2B-NS3. A la base, ce vecteur 

peut, etre I'un des vecteurs decrits ci-dessus, comprenant un polynucleotide 

codant pour une ou des proteines structurales, notamment E ou prM-M-E. En 

variante, l'invention concerne une preparation telle que decrite ci-dessus, 

comportant en outre au moins un de ces vecteurs exprimant une proteine non 
30 structurale et eventuellement un vehicule ou excipient pharmaceutiquement 

acceptable. 
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Pour realiser les vecteurs d'expression seion I'invention 1'homme du 
metier dispose de differentes souches du virus WN et de la description de la 
sequence nucleotidique de leur genome. Voir notamment Savage H. M. et al. 
(Am. J. Trap. Med. Hyg. 1999, 61(4), 600-611), tableau 2, qui mentionne 24 
5 souches de virus WN et donne les references d'acces a des sequences 
polynucleotidiques dans GenBank. 

On peut par exemple se referer a la souche NY99 (GenBank 
AF1 96835). Dans GenBank, il est precise pour chaque proteine la sequence 
d'ADN correspondante (nucleotides 466-741 pour prM, 742-966 pour M, 967- 
10 2469 pour E, soit 466-2469 pour prM-M-E, 3526-421 8 pour NS2A, 421 9-461 1 
pour NS2B et 4612-6468 pour NS3, soit 3526-6468 pour NS2A-NS2B-NS3). 
Par comparaison et alignement de sequences, la determination d'un 
polynucleotide codant pour telle proteine dans une autre souche de WNV est 
immediate. 

15 II a ete indique plus haut que par polynucleotide, on entendait la 

sequence codant pour la proteine ou un fragment ou un epitope, specifique du 
virus WN. En outre, par equivalence, le terme polynucleotide englobe aussi 
les sequences nucleotidiques correspondantes des differentes souches de 
virus WN et les sequences nucleotidiques qui different par la degenerescence 

20 du code. 

Au sein de la famille des virus WN, I'identite entre sequences en acides 
amines prM-M-E par rapport a celle de NY99 est egale ou superieure a 90 %. 
Sont done comprises dans I'invention les polynucleotides codant pour une 
sequence d'acides amines dont I'identite avec la sequence en acides amines 

25 native est superieure ou egale a 90 %, notamment a 92 %, de preference a 95 
%, et plus particulierement encore 98 %. Seront aussi consideres comme des 
equivalents les fragments de ces polynucleotides homologues, qui sont 
specifiques des virus WN. 

Ainsi, si Ton parle d'un polynucleotide du virus WN, ce terme englobe 

30 les sequences equivalentes au sens de I'invention. 
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On a vu aussi que le terme proteine englobe les polypeptides et 
peptides immunologiquement actifs.' Pour les besoins de I'invention, ceci 
englobe : 

a) les proteines correspondantes des differentes souches de virus 

WN ; 

b) les proteines qui en different mais qui conservent avec une 
proteine native WN une identite superieure ou egale a 90 %, notamment a 92 
%, de preference a 95%, et plus particulierement encore 98 %. 

Ainsi, si Ton parle d'une proteine du virus WN, ce terme englobe les 
proteines equivalentes au sens de I'invention. 

Differentes souches de virus WN sont accessibles aupres de 
collections, notamment aupres de ('American Type Culture Collection (ATCC), 
par exemple sous les numeros d'acces VR-82 ou VR-1267. Le virus 
denomme Kunjin est considere comme etant en fait un virus WN. 

Conformement a I'invention on prefere que le polynucleotide 
comprenne en plus une sequence nucleotidique codant pour un peptide 
signal, situe en amont de la proteine exprimee pour en assurer la secretion. II 
peut done s'agir d'une sequence endogene, e'est-a-dire de la sequence signal 
naturelle lorsqu'elle existe (provenant du meme virus WN ou d'une autre 
souche). Par exemple, pour le virus WN NY99, la sequence signal endogene 
de E correspond aux nucleotides 922 a 966 de la sequence GenBank ; pour 
prM il s'agit des nucleotides 421 a 465. II peut aussi s'agir d'une sequence 
nucleotidique codant pour un peptide signal heterologue, notamment celle 
codant pour le peptide signal, de I'activateur tissulaire du plasminogene 
humain (tPA) (Hartikka J. et al., Human Gene Therapy, 1996, 7, 1205-1217). 
La sequence nucleotidique codant pour le peptide signal est inseree en phase 
et en amont de la sequence codant pour E ou ses combinaisons, e.g. prM-M- 
E. 

Suivant une premiere modalite de I'invehtion, les vecteurs d'expression 
in vivo sont des vecteurs viraux. 

Ces vecteurs d'expression sont avantageusement des poxvirus, par 
exemple le virus de la vaccine ou des mutants attenues du virus de ia 
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vaccine, e.g. le MVA (souche Ankara) (Stickl H. et Hochstein-Mintzel V., 
Munch. Med. Wschr., 1971, 113, 1149-1153 ; Sutter G. et a/., Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A., 1992, 89, 10847-10851 ; souche commerciale ATCC VR- 
1508 ; MVA est obtenue apres plus de 570 passages de la souche vaccine 
Ankara sur fibroblastes d'embryons de poulet) ou le NYVAC (sa construction 
est decrite dans US-A-5 494 807, notamment aux exemples 1 a 6 ; ce brevet 
decrit aussi I'insertion de genes heterologues dans des sites de ce 
recombinant et I'utilisation de promoteurs adaptes ; se reporter egalement a 
WO-A-96/40241), les avipox (en particulier canarypox, fowlpox, pigeonpox, 
quailpox), le swinepox, le raccoonpox et le camelpox, des adenovirus, tels 
que les adenovirus aviaires, canins, porcins, bovins, humains, et des 
herpesvirus, tels que les virus herpes equins (EHV serotypes 1 et 4), le virus 
herpes canin (CHV), le virus herpes felin (FHV), les virus herpes bovins (BHV 
serotypes 1 et 4), le virus herpes porcin (PRV), les virus de la maladie de 
Marek (MDV serotypes 1 et 2), le virus herpes de la dinde (HVT ou MDV 
serotype 3), le virus herpes du canard. Lorsqu'un virus herpes est utilise, pour 
la vaccination de I'espece aviaire le vecteur HVT est prefere, et pour la 
vaccination des chevaux on prefere le vecteur EHV. 

Selon l-un des modes preferes de Pinvention, le vecteur d'expression 
poxvirus est un canarypox ou un fowlpox, ces poxvirus pouvant etre 
eventueilement attenues. On peut citer le canarypox commercialement 
disponible aupres de I'ATCC sous le numero d'acces VR-1 1 1 . Des canarypox 
attenues ont ete decrits dans US-A-5,756,103 et dans WO-A-01/05934. De 
nombreuses souches vaccinales de virus fowlpox sont accessibles, par 
exemple le vaccin DIFTOSEC CT® commercialise par MERIAL et le vaccin 
NOBILIS® VARIOLE commercialise par Intervet. 

Pour les poxvirus, I'homme du metier peut se reporter a WO-A- 
90/12882, et plus particulierement pour le virus de la vaccine a US-A- 
4,769,330; US-A-4,722,848 ; US-A-4,603,112 ; US-A-5,1 10,587 ; US-A- 
5,494,807 ; US-A-5,762,938 ; pour le fowlpox a US-A-5,1 74,993 ; US-A- 
5,505,941 ; US-5,766,599 ; pour le canarypox a US-A-5,756,103; pour le 
swinepox a US-A-5,382,425 ; pour ie raccoonpox a WO-A-00/03030. 



WO 02/081621 



10 



PCTYFR02/01200 



Lorsque le vecteur d'expression est un virus de la vaccine, les sites 
d'insertion du (des) polynucleotide(s) a exprimer sont en particulier ie gene de 
la thymidine kinase (TK), !e gene de I'hemagglutinine (HA), la region du corps 
d'inclusion de type A (ATI). Lorsqu'il s'agit d'un canarypox, les sites d'insertion 
5 sont en particulier situes dans, ou constitues par, les COLs C3, C5 et C6. 
Lorsqu'il s'agit d'un fowlpox, les sites d'insertion sont en particulier situes 
dans, ou constitues par, les COLs F7 et F8. 

L'insertion de genes dans le virus MVA est decrite dans diverses 

10 publications dont Carroll M. W. et al., . Vaccine, 1997, 15(4), 387-394; 
Stittelaar K. J. et a/., J. Virol., 2000, 74(9), 4236-4243 ; Sutter G. et al., 
Vaccine, 1994, 12(11), 1032-1040, auxquelles I'homme du metier peut se 
referer. Le genome complet de MVA est decrit dans Antoine G., Virology, 
1998, 244, 365-396 ce qui permet a I'homme du metier d'utiliser d'autres sites 

15 d'insertion ou d'autres promoteurs. 

De preference, lorsque le vecteur d'expression est un poxvirus, le 
polynucleotide a exprimer est insere sous le controle d'un promoteur 
specifique des poxvirus, notamment le promoteur vaccine 7,5 kDa (Cochran 
et al., J. Virology, 1985, 54, 30-35), le promoteur vaccine I3L (Riviere et al., J. 

20 Virology, 1992, 66, 3424-3434), le promoteur vaccine HA (Shida, Virology, 
1986, 150, 451-457), le promoteur cowpox ATI (Funahashi et al., J. Gen. 
Virol., 1988, 69, 35-47), ou encore le promoteur vaccine H6 (Taylor J. et al. 
Vaccine, 1988, 6, 504-508; Guo P. et al. J. Virol., 1989, 63, 4189-4198; 
Perkus M. etal. J. Virol., 1989, 63, 3829-3836). 

25 De preference pour la vaccination des mammiferes, le vecteur 

d'expression est un canarypox. De preference pour la vaccination des 
aviaires, en particulier des poulets, des canards, des dindes et des oies, le 
vecteur d'expression est un canarypox ou un fowlpox. 

Lorsque le vecteur d'expression est un virus herpes HVT, des sites 

30 d'insertion appropries sont en particulier localises dans le fragment BamHI I 
ou dans le fragment BamHI M de HVT. Le fragment de restriction de BamHI I 
de HVT cpmprend plusieurs cadres ouverts de lecture (COLs) et trois regions 
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intergeniques et comprend plusieurs zones preferees d'insertion, a savoir les 
trois regions intergeniques 1 , 2 et 3, qui sont ies regions preferees, et le COL 
UL55 (FR-A-2 728 795, US-A-5 980 906). Le fragment de restriction BamHI M 
de HVT comprend le COL UL43 qui est aussi un site prefere d'insertion (FR- 
5 A-2 728 794, US-A-5 733 554). 

Lorsque le vecteur d'expression est un virus herpes EHV-1 ou EHV-4, 
des sites d'insertion appropries sont en particulier TK, UL43 et UL45 (EP-A- 
0668355). 

De preference, lorsque le vecteur d'expression est un virus herpes, le 

10 polynucleotide a exprimer est insere sous le controle d'un promoteur 
eucaryote fort, de preference le promoteur CMV-IE. Ces promoteurs forts sont 
decrits ci-apres dans la partie de la description relative aux plasmides. 

Suivant une deuxieme modalite de ('invention, les vecteurs 
d'expression in vivo sont des vecteurs plasmidiques appeles plasmides. 

15 Le terme plasmide entend recouvrir toute unite de transcription ADN 

sous forme d'une sequence polynucleotidique comprenant un polynucleotide 
selon I'invention et les elements necessaires a son expression in vivo. On 
prefere la forme plasmide circulate, superenroulee ou non. La forme lineaire 
entre egalement dans le cadre de cette invention. 

20 Chaque plasmide comprend un promoteur apte a assurer, dans les 

cellules hotes, I'expression du polynucleotide insere sous sa dependance. II 
s'agit en general d'un promoteur eucaryote fort. Le promoteur eucaryote fort 
prefere est le promoteur precoce du cytomegalovirus (CMV-IE), d'origine 
humaine ou murine, ou encore eventuellement d'une autre origine telle que 

25 rat, cobaye. Le promoteur CMV-IE peut comprendre la partie promoteur 
proprement dite, associee ou non a la partie activatrice (enhancer). On peut 
se referer a EP-A-260 148, EP-A-323 597, US-A-5 168 062, US-A-5 385 839, 
US-A-4 968 615, WO-A-87/03905. On prefere le CMV-IE humain (Boshart M. 
et a/., Cell., 1985, 41, 521-530) ou murin. 

30 De maniere plus generate, le promoteur est soit d'origine virale, soit 

d'origine ceilulaire. Comme promoteur viral fort autre que CMV-IE, on peut 
citer le promoteur precoce/tardif du virus SV40 ou le promoteur LTR du virus 



WO 02/081621 



12 



PCT/FR02/01200 



du Sarcome de Rous. Comme promoteur cellulaire fort, on peut citer le 
promoteur d'un gene du cytosquelette, tel que par exemple le promoteur de la 
desmine (Kwissa M. et ah, Vaccine, 2000, 18(22), 2337-2344), ou encore le 
promoteur de I'actine (Miyazaki J. etal., Gene, 1989, 79(2), 269-277). 

Par equivalence, les sous-fragments de ces promoteurs, conservant 
une activite promotrice adequate sont compris dans la presente invention : 
e.g. les promoteurs CMV-IE tronques selon WO-A-98/00166. La notion de 
promoteur selon I'invention inclut done les derives et sous-fragments 
conservant une activite promotrice adequate, de preference substantiellement 
similaire a celle du promoteur proprement dit dont ils sont issus. Pour le CMV- 
IE, cette notion comprend la partie promoteur proprement dite et/ou la partie 
activatrice et les derives et sous-fragments. 

De preference les plasmides comprennent d'autres elements de 
controle de I'expression. En particulier, il est avantageux d'incorporer des 
sequences stabilisatrices du type intron, de preference intron II du gene de la 
B-globine de lapin (van Ooyen etal. Science, 1979, 206: 337-344). 

Comme signal de polyadenylation (polyA) pour les plasmides et les 
vecteurs viraux autres que poxvirus, on peut utiliser notamment celui du gene 
de I'hormone de croissance bovine (bGH) (US-A-5 122 458), celui du gene de 
la. B-globine du lapin ou celui du virus SV40. 

Les autres elements de controle de I'expression utilisables dans des 
plasmides peuvent egalement I'etre dans des vecteurs d'expression virus 
herpes. 

Suivant une autre modaiite de I'invention, les vecteurs d'expression 
sont des vecteurs d'expression utilises pour exprimer in vitro les proteines 
dans un systeme cellulaire approprie. Les proteines peuvent etre ensuite 
recoltees dans le surnageant de culture, apres secretion ou non (s'il n'y a pas 
secretion, on procede a une lyse cellulaire), eventuellement concentrees par 
des techniques classiques de concentration, notamment par ultrafiltration 
et/ou purifiees par des moyens de purification classiques, notamment les 
techniques de chromatographie de type affinite, echange d'ion, ou gel- 
- filtration. 
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La production est effectuee par transfection de cellules de mammifere 
par des plasmides, par replication de vecteurs viraux sur cellules de 
mammifere ou cellules aviaires, ou par replication de Baculovirus (US-A-4 745 
051 ; Vialard J. et ah, J. Virol., 1990, 64(1), 37-50 ; Verne A., Virology, 1988, 
167, 56-71), e.g. Autographa califomica Nuclear Polyhedrosis Virus AcNPV, 
sur cellules d'insectes (par exemple cellules Sf9 Spodoptera frugiperda, depot 
ATCC CRL 1711). Comme cellules de mammiferes on peut utiliser 
notamment des cellules de hamster (par exemple CHO ou BHK-21), des 
cellules de singe (par exemple COS ou VERO). L'invention couvre done 
egalement ces vecteurs d'expression incorporant un polynucleotide selon 
l'invention, les proteines de WN ou fragments ainsi produits et les 
preparations les contenant. 

La presente invention a done aussi pour objet les preparations purifiees 
et/ou concentrees de proteines WN. Lorsque le polynucleotide code pour 
plusieurs proteines celles-ci sont clivees, et les preparations ci-dessus 
contiennent alors des proteines clivees. 

L'invention a egalement pour objet les compositions immunogenes et 
les vaccins contre le virus WN comprenant au moins un vecteur d'expression 
in vivo selon l'invention et un vehicule ou excipient pharmaceutiquement 
acceptable et eventuellement un adjuvant. 

La notion de composition immunogene recouvre toute composition 
susceptible, une fois administree a I'espece cible, d'induire une reponse 
immunitaire dirigee contre le virus WN. Par vaccin, on entend une composition 
capable d'induire une protection efficace. Les especes cibles sont les equins, 
les canins, les felins, les bovins, les porcins, les oiseaux, de preference le 
cheval, le chien, le chat, le pore, et pour les oiseaux, les oies, les dindes, les 
poulets, les canards ce qui par definition englobe les animaux reproducteurs, 
les pondeuses, les animaux de chair. 

Les vehicules ou excipients pharmaceutiquement acceptables sont 
parfaitement connus de I'homme du metier. A titre d'exemple, il peut s'agir de 
solution saline NaCi a 0,9% ou de tampon phosphate. Les vehicules ou 
excipients pharmaceutiquement acceptables englobent aussi tout compose ou 



WO 02/081621 



14 



PCT/FR02/01200 



combinaison de composes permettant la facilitation de ('administration du 
vecteur, notamment de la transfectibn, et/ou ('amelioration de la conservation. 

Les doses et volumes de dose sont definis plus loin dans le cadre de la 
description generate des methodes d'immunisation et de vaccination. 
5 Les compositions immunogenes et les vaccins selon I'invention 

comprennent de preference un ou plusieurs adjuvants, choisis notamment 
parmi les adjuvants usuels. Conviennent particulierement bien dans le cadre 
de la presente invention : (1) polymeres de I'acide acrylique ou methacrylique, 
polymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle, (2) sequences 
10 immunostimulatrices (ISS), notamment sequences 

oligodesoxyribonucleotidiques ayant un ou plusieurs motifs CpG non methyles 
(Klinman D. M. et a/., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 2879-2883 ; WO- 
A1 -98/1 6247), (3) une emulsion huiie-dans-Peau, en particulier I'emulsion SPT 
decrite a la page 147 de « Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant 
15 Approach » edited by M. Powell, M. Newman, Plenum Press 1995, et 
I'emulsion MF59 decrite a la page 183 du meme ouvrage, (4) lipides 
cationiques contenant un sel d'ammonium quaternaire, (5) cytokines, ou (6) 
leurs combinaisons ou melanges. 

L'emuision huile-dans-l'eau (3), qui est particulierement adaptee pour 
20 les vecteurs viraux, peut notamment etre a base : 

d'huile de paraffine liquide legere (type Pharmacopee 
europeenne) ; 

d'huile isoprenoide telle que le squalane, le squalene ; 
d'huile resultant de I'oligomerisation d'alcenes, en particulier 
25 d'isobutene ou de decene ; 

d'esters d'acides ou d'alcools a groupement alkyle lineaire ; 
plus particulierement huiles vegetales, oleate d'ethyle, 
di(caprylate / caprate) de propylene glycol, tri(caprylate / caprate) de glycerol, 
dioleate de propylene glycol ; 
30 - d'esters d'acides ou d'alcools gras ramifies, en particulier esters 

de I'acide isostearique. 
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L'huile est utilisee en association avec des emuisifiants pour former 
I'emulsion. Les emuisifiants sont de preference des tensio-actifs non ioniques, 
en particulier : 

les esters d'une part de sorbitan, de mannide (e.g. oleate 

5 d'anhydromannitol), de glycerol, de polyglycerol, ou de propylene glycol et 
d'autre part d'acide oleique, isostearique, ricinoleique, hydroxystearique, ces 
esters etant eventuellement ethoxyles, 

les blocs copoiymeres polyoxypropylene-polyoxyethylene, en 
particulier les Pluronic®, notamment L121. 

10 Parmi les polymeres adjuvants de type (1 ), on prefere les polymeres de 

I'acide acrylique ou methacrylique reticules, notamment reticules par des 
ethers polyalcenyliques de sucres ou de polyalcools. Ces composes sont 
connus sous le terme carbomere (Pharmeuropa vol. 8, n° 2, juin 1996). 
L'homme de I'art peut aussi se referer a US-A-2 909 462 qui decrit de tels 

15 polymeres acryliques reticules par un compose polyhydroxyle ayant au moins 
3 groupes hydroxyle, de preference pas plus de 8, les atomes d'hydrogene 
d'au moins trois hydroxyles etant remplaces par des radicaux aliphatiques 
insatures ayant au moins 2 atomes de carbone. Les radicaux preferes sont 
ceux contenant de 2 a 4 atomes de carbone, e.g. vinyles, allyles et autres 

20 groupes ethyleniquement insatures. Les radicaux insatures peuvent eux- 
memes contenir d'autres substituants, tels que methyl.. Les produits vendus 
sous la denomination Carbopol® (BF Goodrich, Ohio, USA) sont 
particulierement appropries. lis sont notamment reticules par un allyl 
saccharose ou par de I'aNylpentaerythritol. Parmi eux, on peut citer en 

25 particulier les Carbopol® 974P, 934P et 971 P. 

Parmi les copoiymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle, on 
prefere les EMA® (Monsanto) qui sont des copoiymeres d'anhydride maleique 
et d' ethylene, lineaires ou reticules, par exemple reticules par du divinylether. 
On peut se referer a J. Fields et a/., Nature, 186: 778-780, 4 juin 1960. 

30 Sur le plan de leur structure, les. polymeres d'acide acrylique ou 

methacrylique et les EMA® sont formes de preference de motifs de base de 
formule suivante : 
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dans laquelle : 

- Ri et R 2 , identiques ou differents, represented H ou CH 3 

- x = 0 ou 1 , de preference x = 1 
-y = 1 ou2, avecx + y = 2 

Pour les EMA®, x = 0 et y = 2. Pour les carbomeres, x = y = 1 . 

Ces polymeres sont dissous dans I'eau ou dans de I'eau physiologique 
(NaCI a 20 g/l) et le pH est ajuste a 7,3-7,4 par de la soude, pour donner la 
solution adjuvante dans laquelle les vecteurs d'expression seront incorpores. 

La concentration en polymere dans la composition vaccinale finale peut 
notamment aller de 0,01 % a 1 ,5 % PA/, plus particulierement de 0,05 a 1 % 
PA/, de preference de 0,1 a 0,4 % PA/. 

Les lipides cationiques (4) contenant un sel d'ammonium quaternaire, 
qui sont particulierement mais pas exclusivement adaptes pour les plasmides, 
sont de preference ceux qui repondent a la formule suivante : 



CH a 



F^-O-CHg-CH-CHg-N R 2 -X 



OR. CH, 



dans laquelle R1 est un radical aliphatique lineaire, sature ou insature, 
ayant 12 a 18 atomes de carbone, R2 est un autre radical aliphatique, 
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renfermant 2 ou 3 atomes de carbone, et X un groupement hydroxyle ou 
amine. 

Parmi ces iipides cationiques, on prefere le DMRIE (N-(2-hydroxyethyl)- 
N,N-dimethyl-2,3-bis(tetradecyloxy)-1-propanammonium ; WO-A-96/341 09), 
5 de preference associe avec un lipide neutre, de preference le DOPE (dipleoyl- 
phosphatidyl-ethanolamine ; Behr J. P., 1994, Bioconjugate Chemistry, 5, 
382-389), pour former le DMRIE-DOPE. 

De preference, le melange plasmide avec cet adjuvant se fait de 
maniere extemporanee et Ton prefere, avant son administration, laisser !e 
10 temps au melange ainsi constitue de se complexer, par exemple pendant une 
duree allarrttle~1t)nBr6€hTritiu[es, notamment de roreh-e-de-3^-mirmtesri 

Lorsque du DOPE est present, le ratio molaire DMRIE : DOPE va de 
preference de 95 : 5 a 5 : 95, plus particulierement de 1 : 1 . 

Le ratio ponderal plasmide : adjuvant DMRIE ou DMRIE-DOPE peut 
15 alter notamment de 50 : 1 a 1 : 10, en particulier de 10 : 1 a 1 : 5, et de 
preference de 1 : 1 a 1 : 2. 

La ou les cytokines (5) peuvent etre apportee(s) sous forme de proteine 
a la composition ou vaccin, ou etre co-exprimee(s) chez I'hdte avec le ou les 
immunogenes. La preference va a la co-expression de la ou des cytokines, 
20 soit par le meme vecteur que celui exprtmant I'immunogene, soit par un 
vecteur propre. 

Les cytokines peuvent notamment etre choisies parmi : interleukine 18 
(IL-18), interleukine 12 (IL-12), interleukine 15 (IL-15), MIP-1a (macrophage 
inflammatory protein 1a ; Marshall E. ef a/., Br. J. Cancer, 1997, 75(12), 1715- 

25 1720), GM-CSF (facteur de stimulation de la formation de colonies granulo- 
macrophagiques, ou en anglais Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating 
Factor)). On peut citer en particulier des cytokines aviaires, notamment celles 
du poulet, telles que clL-18 (Schneider K. ef a/., J. Interferon Cytokine Res., 
2000, 20(10), 879-883), clL-15 (Xin K.-Q. et a/., Vaccine, 1999, 17, 858-866), 

30 et des cytokines equines, notamment le GM-CSF equin (WO-A-00/77210)). 
De maniere preferee, on utilise les cytokines de I'espece a vacciner. 
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WO-A-00/77210 decrit la sequence nucleotidique et la sequence en 
acides amines correspondant au GM-CSF equin, la production de GM-CSF in 
vitro et la construction de vecteurs (plasmides et vecteurs viraux) permettant 
['expression du GM-CSF equin in vivo. Ces proteine, plasmides et vecteurs 

5 viraux, peuvent etre utilises dans les compositions immunogenes et les 
vacciris equins selon I'invention. A titre d'exemple, on peut utiliser le plasmide 
pJP097 decrit a I'exemple 3 de cette demande anterieure ou utiliser 
I'enseignement de cette demande anterieure pour produire d'autres vecteurs 
ou pour produire in vitroYdu GM-CSF equin, et incorporer ces vecteurs ou ce 

10 GM-CSF equip dans les compositions immunogenes ou vaccins equins selon 
I'invention. 

La presente invention a encore pour objet des compositions 
immunogenes et des vaccins dits de sous-unites, comprenant la proteine E, et 
eventuellement une ou plusieurs autres proteines du virus WN, notamment 
15 prM ou M, de preference produits par expression in vitro comme decrit ci- 
dessus, et d'autre part un vehicule ou excipient pharmaceutiquement 
acceptable. 

Les vehicules ou excipients pharmaceutiquement acceptables sont 
parfaitement connus de Fhomme du metier. A titre d'exemple, il peut s'agir de 

20 solution saline NaCI a 0,9% ou de tampon phosphate. 

Les compositions immunogenes et les vaccins de sous-unites selon 
I'invention comprennent de preference un ou plusieurs adjuvants, choisis 
notamment parmi les adjuvants usuels. Conviennent particulierement bien 
dans le cadre de la presente invention : (1) un polymere de I'acide acrylique 

25 ou methacrylique, un polymere d'anhydride maleique et de derive alcenyle, (2) 
une sequence immunostimulatrice (ISS), notamment une sequence 
oligodesoxyribonucleotidique ayant un ou plusieurs motifs CpG.non methyies 
(Klinman D. M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1996, 93, 2879-2883 ; WO- 
A1 -98/1 6247), (3) une emulsion huile-dans-l'eau en particulier I'emulsion SPT 

so decrite a la page 147 de « Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant 
• Approach » edited by M. Powell, M. Newman, Plenum Press 1995, et 
I'emulsion MF59 decrite a la page 183 du meme ouvrage, (4) une emulsion 
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eau-dans-l'huile (EP-A-639 071), (5) la saponine, en particulier Quil-A, ou (6) 
de I'hydroxyde d'aluniine ou equivalent. Les differents types d'adjuvants 
definis sous 1), 2) et 3) ont ete decrits precedemment plus en detail en regard 
des vaccins a base de vecteurs d'expression. 

5 Les doses et volumes de dose sont definis plus loin dans le cadre de la 

description generale des methodes d'immunisation et de vaccination. 

Conformement a I'invention, la vaccination contre le virus WN peut etre 
assoeiee a d'autres vaccinations dans le cadre de programmes de 
vaccination, sous forme de kits d'immunisation ou de vaccination ou encore 

10 sous forme de compositions immunogenes et de vaccins multivalents, c'est-a- 
dire comprenant au moins un composant de vaccin contre le virus WN et au 
moins un composant de vaccin contre au moins un autre agent pathogene. 
Ceci inclut aussi I'expression par un meme vecteur d'expression de genes 
d'au moins deux agents pathogenes, virus WN inclus. 

15 L'invention a ainsi pour objet une composition immunogene 

multivalente ou un vaccin multivalent contre le virus WN et contre au moins un 
autre pathogene de I'espece cible, utilisant un meme vecteur d'expression in 
vivo, contenant et exprimant au moins un polynucleotide du virus WN selon 
l'invention et au moins un polynucleotide exprimant un immunogene d'un 

20 autre pathogene. 

Par « immunogene » ainsi exprime, on entend notamment une 
proteine, glycoproteine, polypeptide ou peptide, epitope ou derive, e.g. 
proteine de fusion, induisant une reponse immunitaire, de preference 
protectrice. 

25 Comme cela a ete decrit precedemment, ces compositions ou vaccins 

multivalents comprennent aussi un vehicule ou excipient pharmaceutiquement 
acceptable, et eventuellement un adjuvant. 

• L'invention a egalement pour objet une composition immunogene 
multivalente ou un vaccin multivalent comprenant au moins un vecteur 

30 d'expression in vivo dans lequel est inseree au moins un polynucleotide du 
virus WN selon l'invention et au moins un deuxieme vecteur d'expression 
dans lequel est inseree un polynucleotide codant pour un immunogene d'un 
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autre agent pathogene. Comme cela a ete decrit precedemment, ces 
compositions ou vaccins multivalents comprennent aussi un vehicule ou 
excipient pharmaceutiquement acceptable, et eventuellement un adjuvant. 

Pour les compositions immunogenes et les vaccins multivalents, lesdits 

5 autres pathogenes equins sont notamment choisis parmi le groupe 
comprenant les virus de la rhinopneumonie equine EHV-1 et/ou EHV-4 (de 
preference on associe des immunogenes de EHV-1 et EHV-4), virus de la 
grippe equine EIV, virus de I'encephalite de I'Est EEV, virus de I'encephalite 
de I'Ouest WEV, vifus de I'encephalite Venezuelienne VEV (on prefere une 

10 combinaison des trois EEV, WEV et VEV), Clostridium tetani (tetanos), et 
leurs melanges. De preference, pour EHV on choisit les genes gB et/ou gD ; 
pour EIV les genes HA, NP et/ou N ; pour les virus des encephalites C et/ou 
E2 ; pour Clostridium tetani le gene codant pour tout ou partie de la sous-unite 
C de la toxine tetanique. Ceci inclut I'utilisation de polynucleotides codant pour 

15 un fragment immunologiquement actif ou un epitope de cet immunogene. 

Lesdits autres pathogenes aviaires sont notamment choisis parmi le 
groupe comprenant les virus de la maladie de Marek MDV (serotypes 1 et 2, 
de preference serotype 1), virus de la maladie de Newcastle NDV, virus de la 
maladie de Gumboro IBDV, virus de la bronchite infectieuse IBV, virus de 

20 i'anemie infectieuse CAV, virus de la laryngotracheite infectieuse ILTV, virus 
de I'encephalomyelite AEV (ou encore virus de la ieucose aviaire ALV), virus 
de I'enterite hemorragique des dindes (HEV), virus de la pneumovirose 
(TRTV), virus de la peste aviaire (influenza aviaire), virus de I'hydropericardite 
du poulet, reovirus aviaires, Escherichia coli, Mycoplasma gallinarum, 

25 Mycoplasma gallisepticum, Haemophilus avium, Pasteurella gallinarum, 
Pasteurella multocida gallicida, et leurs melanges. De preference, pour MDV 
on choisit les genes gB et/ou gD ; pour NDV les genes HN et/ou F ; pour IBDV 
le gene VP2 ; pour IBV les genes S (et plus particulierement S1), M et/ou N ; 
pour CAV pour les genes VP1 et/ou VP2, pour ILTV les genes gB et/ou gD ; 

30 pour AEV les genes env et/ou gag/pro, pour HEV les genes 100K et hexon, 
pour TRTV les genes F et/ou G ; pour ia peste aviaire les genes HA, N et/ou 
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HP. Ceci inclut I'utilisation de polynucleotides codant pour un fragment 
immunologiquement actif ou un epitope de cet immunogene. 

A titre d'exemple, dans une composition immunogene multivalents ou 
un vaccin multivalent selon ('invention, eventuellement adjuve comme decrit 
ci-dessus, destine a I'espece equine, on peut incorporer un ou plusieurs des 
plasmides decrits dans WO-A-98/03198 et en particulier dans les exemples 8 
a 25 de cette demande anterieure, et ceux decrits dans WO-A-00/77043 et qui 
concement I'espece equine, en particulier ceux decrits dans les exemples 6 et 
7 de cette demande anterieure. Pour I'espece aviaire, on peut incorporer par 
exemple un ou plusieurs des plasmides decrits dans WO-A1 -98/03659 et en 
particulier dans les exemples 7 a 27 de cette demande anterieure. 

Les compositions immunogenes ou les vaccins recombines tels que 
decrits precedemment peuvent egalement etre associes avec au moins un 
vaccin classique (inactive, vivant attenue, sous-unites) dirige contre au moins 
un autre pathogene. 

De meme, les compositions immunogenes et les vaccins de sous- 
unites selon I'invention peuvent faire I'objet de vaccination associee. 
L'invention a done aussi pour objet des compositions immunogenes 
multivalentes et des vaccins multivalents, comprenant une ou des proteines 
selon l'invention, et un ou plusieurs immunogenes (le terme immunogene a 
ete defini plus haut) d'au moins un autre agent pathogene (notamrnent parmi 
la liste ci-dessus), et/ou encore un autre agent pathogene sous forme 
inactivee ou attenuee. Comme cela a ete decrit precedemment, ces 
compositions ou vaccins multivalents comprennent aussi un vehicule ou 
excipient pharmaceutiquement acceptable, et eventuellement un adjuvant. 

La presente invention a aussi pour objet des methodes d'immunisation 
et de vaccination des especes cibles mentionnees ci-dessus. 

Ces methodes comprennent I'administration d'une quantite efficace 
d'une composition immunogene ou d'un vaccin selon I'invention. Cette 
administration peut se faire notamrnent par la voie parenteral, e.g. par 
administration sous-cutanee, intradermique, intramusculaire, ou par la voie 
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orale et/ou nasale. Une ou plusieurs administrations peuvent etre realisees, 
notamment deux. 

Les differents vaccins peuvent etre injectes par un injecteur a jet liquide 
sans aiguille. Pour les plasmides on peut aussi utiliser les particules d'or 
enrobees de plasmide et projetees de facon a penetrer dans les cellules de la 
peau du sujet a immuniser (Tang etal. Nature 1992. 356. 152-154). 

Les compositions immunogenes et les vaccins selon I'invention 
comprennent une quantite efficace de vecteur d'expression ou de polypeptide. 

Dans !e cas des compositions immunogenes ou des vaccins a base de 
plasmide, une dose comporte de maniere generale de 10 |j.g environ a 2000 
lag environ, notamment de 50 |_ig environ a 1000 u.g environ. Les volumes de 
dose peuvent etre compris entre 0,1 et 2 ml, de preference entre 0,2 et 1 ml. 

Ces doses et volumes de dose sont bien adaptes pour la vaccination 
des equins et des mammiferes. 

Pour la vaccination de I'espece aviaire, une dose est plus 
particulierement comprise entre environ 10 \xg et environ 500 u^g, et 
preferentiellement entre environ 50 ng et environ 200 |j,g. Les volumes de 
dose peuvent etre plus particulierement compris entre 0,1 et 1 ml, de 
preference entre 0,2 et 0,5 ml. 

L'homme de Tart possede les competences necessaires pour optimiser 
la dose efficace de plasmide a utiliser pour chaque protocole d'immunisation 
ou de vaccination et pour definir la meilleure voie d'administration: 

Dans le cas des compositions immunogenes ou des vaccins a base de 
poxvirus, une dose est de maniere generale comprise entre environ 10 2 pfu et 
environ 10 9 pfu. 

Pour I'espece equine et les mammiferes, lorsque le vecteur est le virus 
de la vaccine, la dose est plus particulierement comprise entre environ 10 4 pfu 
et environ 10 9 pfu, de preference entre environ 10 6 et environ 10 8 pfu ; lorsque 
le vecteur est le virus canarypox, la dose est plus particulierement comprise 
entre environ 10 5 pfu et environ- 10 9 pfu, de preference entre environ 10 5,5 ou 
10 6 et environ 10 8 pfu. 
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Pour I'espece aviaire, lorsque !e vecteur est le virus canarypox, la dose 
est plus particulierement comprise entre environ 10 3 pfu et environ 10 7 pfu, de 
preference entre environ 10 4 et environ 10 6 pfu ; lorsque le vecteur est le virus 
fowlpox, la dose est plus particulierement comprise entre environ 10 2 pfu et 

5 environ 10 5 pfu, de preference entre environ 10 3 et environ 10 5 pfu. 

Dans le cas des compositions immunogenes ou des vaccins a base de 
vecteur viral autre que poxvirus, notamment virus herpes, une dose est de 
maniere generate comprise entre environ 10 3 pfu et environ 10 8 pfu. Dans le 
cas des compositions immunogenes ou des vaccins aviaires une dose est de 

10 maniere generate comprise entre environ 10 3 pfu et environ 10 6 pfu. Dans le 
cas des compositions immunogenes ou des vaccins equins une dose est de 
maniere generate comprise entre environ 10 6 pfu et environ 10 s pfu. 

Les volumes de dose des compositions immunogenes et des vaccins 
equins a base de vecteurs viraux sont en general compris entre 0,5 et 2,0 ml, 

15 de preference 1,0 entre et 2,0 ml, preferentiellement de 1,0 ml. Les volumes 
de dose des compositions immunogenes et des vaccins aviaires a base de 
vecteurs viraux sont en general compris entre 0,1 et 1,0 ml, de preference 
entre 0,1 et 0,5 ml, preferentiellement entre 0,2 et 0,3 ml. L'homme de Tart 
possede aussi pour ce type de vaccin les competences necessaires pour 

20 optimiser le nombre d'administrations, la voie d'administration et les doses a 
utiliser pour chaque protocole d'immunisation. En particulier on prevoit deux 
administrations chez le cheval, par exemple a 35 jours d'intervalle. 

Dans le cas des compositions immunogenes ou des vaccins de sous- 
unites, une dose comporte de maniere generate de 10 [ig environ a 2000 ^g 

25 environ, notamment de 50 \ig environ a 1000 jug environ. Les volumes de 
dose des compositions immunogenes et des vaccins equins a base de 
vecteurs viraux sont en general compris entre 1,0 et 2,0 ml, de preference 
entre 0,5 et 2,0 ml, preferentiellement de 1,0 ml. Les volumes de dose des 
compositions immunogenes et des vaccins aviaires a base de vecteurs viraux 

30 sont en general compris entre 0,1 et 1 ,0 ml, de preference entre 0,1 et 0,5 ml, 
preferentiellement entre 0,2 et 0,3 ml. L'homme de Tart possede aussi pour ce 
type de vaccin les competences necessaires pour optimiser le nombre 
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d'administrations, la voie d'administration et les doses a utiliser pour chaque 
protocole d'immunisation. 

L'invention concerne aussi I'utilisation d'un vecteur d'expression in vivo 
ou d'une preparation de vecteurs ou de polypeptides selon l'invention pour la 
preparation d'une composition immunogene ou d'un vaccin destine a proteger 
les especes cibles contre le virus WN et eventuellement contre au moins un 
autre agent pathogene. Les differentes caracteristiques enoncees dans le 
reste de la description s'appliquent a cet autre objet de l'invention. 

Un vaccin a base de plasmide ou un vaccin viral exprimant une ou 
plusieurs proteines du virus WN ou un vaccin de sous-unites WN selon la 
presente invention, n'induira pas chez I'animal vaccine la production 
d'anticorps contre les autres proteines de ce virus qui ne sont pas 
representees dans la composition immunogene ou vaccin. Cette 
caracteristique peut etre utilisee pour le deveioppemerit de methodes de 
diagnostic differentiel permettant de faire la distinction entre les animaux 
infectes par le virus pathogene WN et les animaux vaccines a I'aide de 
vaccins selon ('invention. Chez ces derniers, ces proteines et/ou des anticorps 
diriges contre elles-sont presents et peuvent etre detectes par une reaction 
antigene-anticorps. Ce n'est pas le cas chez les animaux vaccines 
conformement a l'invention qui restent negatifs. Pour realiser cette 
discrimination, on utilise une proteine qui n'est pas representee dans le vaccin 
(non presente ou non exprimee), par exemple la proteine C ou la proteine 
NS1, NS2A, NS2B ou NS3 lorsqu'elle n'est pas representee dans le vaccin. 

La presente invention a done pour objet I'utilisation des vecteurs, 
preparations et polypeptides selon ('invention pour la preparation de 
compositions immunogenes et de vaccins permettant de discriminer entre 
animaux vaccines et animaux infectes. 

Elle a aussi pour objet une methode d'immunisation et de vaccination 
associee a une methode de diagnostic permettant cette discrimination. 

La proteine selectionnee pour le diagnostic ou Tun de ses fragments ou 
epitopes est utilisee comme antigene dans le test de diagnostic, et/ou est 
utilisee pour produire des anticorps, polyclonaux ou monoclonaux. L'homme 
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du metier dispose des connaissances et de la pratique pour produire ces 
anticorps et pour mettre en oeuvre antigenes et/ou anticorps dans les 
techniques de diagnostic classiques, e.g. tests ELISA. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail a I'aide de modes 
5 de realisation pris a titre d'exemples non Hmitatifs. 

Exemples : 

Toutes les constructions sont realisees en utilisant les techniques 
standards de biologie moleculaire (clonage, digestion par les enzymes de 
10 restriction, synthese d'un ADN complementaire simple brin, amplification en 
chaTiie par polymerase, elongation d'un oligonucleotide par une ADN 
polymerase..:) decrites par Sambrook J. et al. (Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring 
Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de restriction utilises pour la 
15 . presente invention, ainsi que les divers fragments d'amplification en chame 
par polymerase (= ACP ou PCR), sont isoles et purifies en utilisant le kit 
"Geneclean®" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 

Exemple 1 : Culture du virus de la fievre du Nil 
Pour leur amplification, des virus de la fievre du Nil NY99 (Lanciotti R. 
20 S. et al., Science, 1999, 286, 2333-7) sont cultivees sur cellules VERO 
(cellules renales de singe, accessible aupres de I'American Type Culture 
Collection (ATCC) sous le numero CCL-81). 

Les cellules VERO sont mises en culture en Falcon 25 cm 2 avec du 
milieu Eagle-MEM supplements de 1 % d'extraits de levure et de 10 % de 
25 serum de veau contenant environ 100 000 cellules par ml. Les cellules sont 
cultivees a +37°C, sous atmosphere a 5 % de C0 2 . 

Apres 3 jours la couche cellulaire arrive a confluence. Le milieu de 
culture est alors rempiace par du milieu Eagle-MEM supplements de 1 % 
d'extraits de levure et de 0,1 % d'albumine de serum de boeuf et le virus de la 
30 fievre du Nil est ajoute a raison de 5 pfu/cellule. 

Lorsque I'effet cytopathogene (CPE) est complet (generalement 48-72 
heures apres le debut de .la mise en culture), les suspensions virales sont 
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recoltees, puis clarifiees par centrifugation et congelees a -70°C. 3 a 4 
passages successifs sont generalement necessaires a la production d'un lot 
viral. Le lot viral est stocke a -70°C. 

Exemple 2 : Extraction de I'ARN viral du virus de la fievre du Nil 

L'ARN viral contenu dans 1 00 ml de suspension virale de la souche de 
virus de la fievre du Nil NY99 est extrait apres decongelation avec les 
solutions du kit « High Pure™ Viral RNA Kit » Cat # 1 858 882, Roche 
Molecular Biochemicals), en suivant les instructions du fournisseur pour les 
etapes d'extraction. Le culot d'ARN obtenu a la fin de I'extraction est 
resuspendu avec 1 a 2 ml d'eau distiilee sterile sans RNase. 

Exemple 3 : Construction du plasmide pFC101 

L'ADN complementaire (ADNc) du virus de la fievre du Nil NY99 est 
synthetise avec le kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkin- 
Elmer, Norwalk, CT 06859, USA) en utilisant les conditions donnees par le 
fournisseur. 

Une reaction de transcription inverse, suivie d'une reaction 
d'amplification en chatne (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR ») est realisee 
avec 50 \x\ de la suspension d'ARN viral du virus de la fievre du Nil NY99 
(exemple 2) et avec les oligonucleotides suivants : 

FC101 (30 mer)(SEQ ID NO :1) 

5' TTTTTTGAATTCGTTACCCTCTCTAACTTC 3' 

et FC102 (33 mer) (SEQ ID NO :2) 

5' TTTTTTTCTAGATTACCTCCGACTGCGTCTTGA 3'. 

Ce couple d'oligonucleotides permet I'incorporation d'un site de 
restriction EcoRI et d'un site de restriction Xbal et d'un codon stop en 3' de 
I'insert. 

La synthese du premier brin d'ADNc se fait par elongation de 
I'oligonucleotide FC102, apres hybridation de ce dernier a la matrice d'ARN. 

Les conditions de synthese du premier brin d'ADNc sont une 
temperature de 42°C pendant 15 min, puis de 99°C pendant 5 min, et enfin de 
4°C pendant 5 min. Les conditions de la reaction ACP en presence du couple 
d'oligonucleotides FC101 et FC102 sont une temperature de 95°C pendant 2 
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min, puis- 35 cycles (95°C pendant 1 min, puis 62°C pendant 1 min, et 72°C 
pendant 2 min), et enfin 72°C pendant 7 min pour produire un fragment de 
302 pb. 

Ce fragment est digere par EcoRI puis par Xbal pour isoler, apres 
5 electrophorese en gel d'agarose, le fragment EcoRI-Xbal d'environ 290 pb. 
Ce fragment est appele fragment A. 

Le plasmide d'expression eucaryote pVR1020 (C. J. Luke et a/. J. of 
Infectious Diseases. 1997. 175. 95-97), derive du plasmide pVR1012 (figure 1 
et exemple 7 de WO-A-98/03199 ; Hartikka J. et a/., 1997, Human Gene 
10 Therapy, 7, 1205-1217), contient la phase codante de la sequence-signal de 
I'activateur du plasminogene tissulaire humain (tPA). . 

Un plasmide pVR1020 est modifie par digestion BamHI-Bglll et 
insertion d'une sequence contenant plusieurs sites de clonage (BamHI, Notl, 
EcoRI, Xbal, Pmll, Pstl, Bglll) et resultant de I'appariement des 
15 oligonucleotides suivants : 

PB326 (40 mer) (SEQ ID NO :3) 

5' GATCTGCAGCACGTGTCTAGAGGATATCGAATTCGCGGCC 3' et 
PB329 (40 mer) (SEQ ID NO :4) 

5' GATCCGCGGCCGCGAATTCGATATCCTCTAGACACGTGCT 3'. 
20 Le vecteur ainsi obtenu, d'une taille d'environ 5105 paires de bases (ou 

pb), est nomme pAB110. 

Le fragment A est ligature avec le plasmide d'expression pAB110 
prealablement digere par Xbal et EcoRI, pour donner le plasmide pFC101 
(5376 pb). Ce plasmide contient, sous le controle du promoteur precoce du 
25 cytomegalovirus humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovirus Immediate 
Early), un insert codant pour la sequence-signal de I'activateur du tPA suivie 
de la sequence codant pour la proteine prM. 

Exemple 4 : Construction du plasmide pFC102 
L'ADN complementaire (ADNc) du virus de la fievre du Nil NY99 est 
30 synthetise avec le kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkin- 
Elmer, Norwalk, CT 06859, USA) en utilisant les conditions donnees par le 
fournisseur. 
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Une reaction de transcription inverse, suivie d'une reaction 
d'amplification en chame (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR ») est realisee 
avec 50 [i\ de la suspension d'ARN vira! du virus de la fievre du Nil NY99 
(exemple 2) et avec les oligonucleotides suivants : 
5 FC103(30mer)(SEQIDNO:5) 

5' TTTTTTGAATTCTCACTGACAGTGCAGACA 3' 

et FC104 (33 mer) (SEQ ID NO :6) 

5' TTTTTTTCTAGATTAGCTGTAAGCTGGGGCCAC 3'. 

Ce couple d'oligonucleotides permet ("incorporation d'un site de 
10 restriction EcoRI et d'un site de restriction Xbal et d'un codon stop en 3' de 
rinsert. 

La synthese du premier brin d'ADNc se fait par elongation de 
('oligonucleotide FC104, apres hybridation de ce dernier a la matrice d'ARN. 
Les conditions de synthese du premier brin d'ADNc sont une 
15 temperature de 42°C pendant 15 min, puis de 99°C pendant 5 min, et enfin de 
4°C pendant 5 min. Les conditions de la reaction ACP en presence du couple 
d'oligonucleotides FC103 et FC104 sont une temperature de 95°C pendant 2 
min, puis 35 cycles (95°C pendant 1 min, puis 62°C pendant 1 min, et 72°C 
pendant 2 min), et enfin 72°C pendant 7 min pour produire un fragment de 
20 252 pb. 

Ce fragment est digere par EcoRI puis par Xbal pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, le fragment EcoRI-Xbal d'environ 240 pb. 
Ce fragment est ligature avec le plasmide d'expression pAB110 (exemple 3) 
prealablement digere par Xbal et EcoRI, pour donner le plasmide pFC102 
25 (5326 pb). Ce plasmide contient, sous le controle du promoteur precoce du 
cytomegalovirus humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovirus Immediate 
Early), un insert codant pour la sequence-signal de I'activateur du tPA suivie 
de la sequence codant pour la proteine M. 

Exemple 5 : Construction du plasmide pFC103 
30 L'ADN complementaire (ADNc) du virus de la fievre du Nil NY99 est 

synthetise avec le kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkin- 
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Elmer, Norwalk, CT 06859, USA) en utilisant les conditions donnees par le 
fournisseur. 

Une reaction de transcription inverse, suivie d'une reaction 
d'amplification en chaine (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR ») est realisee 
avec 50 \i\ de la suspension d'ARN viral du virus de la fievre du Nil NY99 
(exemple 2) et avec les oligonucleotides suivants : 

FC105 (30 mer) (SEQ ID NO :7) 

5' TTTTTTGAATTCTTCAACTGCCTTGGAATG 3* 

et FC106 (33 mer) (SEQ ID NO :8) 

5' TTTTTTTCTAGATTAAGCGTGCACGTTCACGGA 3'. 

Ce couple d'oligonucleotides permet l'incorporation d'un site de 
restriction EcoRI et d'un site de restriction Xbal et d'un codon stop en 3' de 
I'insert. 

La synthese du premier brin d'ADNc se fait par elongation de 
I'oligonucleotide FC106, apres hybridation de ce dernier a la matrice d'ARN. 

Les conditions de synthese du premier brin d'ADNc sont une 
temperature de 42°C pendant 15 min, puis de 99°C pendant 5 min, et enfin de 
4°C pendant 5 min. Les conditions de la reaction ACP en presence du couple 
d'oligonucleotides FC105 et FC106 sont une temperature de 95°C pendant 2 
min, puis 35 cycles (95°C pendant 1 min, puis 62°C pendant 1 min, et 72°C 
pendant 2 min), et enfin 72°C pendant 7 min pour produire un fragment de 
1530 pb.. 

Ce fragment est digere par EcoRI puis par Xbal pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, le fragment EcoRI-Xba! d'environ 1518 pb. 
Ce fragment est ligature avec le plasmide d'expression pAB110 (exemple 3) 
prealablement digere par Xbal et EcoRI, pour donner le plasmide pFC103 
(6604 pb). Ce plasmide contient, sous le controle du promoteur precoce du 
cytomegalovirus humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovirus Immediate 
Early), un insert codant pour la sequence-signal de Pactivateur du tPA suivie 
de la sequence codant pour la proteine E. 

Exemple 6 : Construction du plasmide pFC104 
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L'ADN complementaire (ADNc) du virus de la fievre du Nil NY99 est 
synthetise avec ie kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkin- 
Elmer, Norwalk, CT 06859, USA) en utilisant les conditions donnees par le 
fournisseur. 

5 Une reaction de transcription inverse, suivie d'une reaction 

d'amplification en chaTne (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR ») est realisee 
avec 50 |ii de la suspension d'ARN viral du virus de la fievre du Nil NY99 
(exemple 2) et avec les oligonucleotides suivants : 
FC101 (30mer)(SEQIDNO:1) 
10 etFC106(33mer)(SEQIDNO:8). 

Ce couple d'oligonucleotides permet Pincorporation d'un site de 
restriction EcoRI et d'un site de restriction Xbal et d'un codon stop en 3' de 
I'insert. 

La synthese du premier brin d'ADNc se fait par elongation de 
15 I'oiigonucleotide FC106, apres hybridation de ce dernier a la matrice d'ARN. 

Les conditions de synthese du premier brin d'ADNc sont une 
temperature de 42°C pendant 15 min, puis de 99°C pendant 5 min, et enfin de 
4°C pendant 5 min. Les conditions de la reaction ACP en presence du couple 
d'oligonucleotides FC101 et FC106 sont une temperature de 95°C pendant 2 
20 min, puis 35 cycles (95°C pendant 1 min, puis 62°C pendant 1 min, et 72°C 
pendant 2 min), et enfin 72°C pendant 7 min pour produire un fragment de 
2031 pb. 

Ce fragment est digere par EcoRI puis par Xbal pour isoler, apres 
electrophorese en gei d'agarose, ie fragment EcoRI-Xbal d'environ 2019 pb. 
25 Ce fragment est ligature avec le plasmide d'expression pAB110 (exemple 3) 
prealablement digere par Xbal et EcoRI, pour donner le plasmide pFC104 
(7105 pb). Ce plasmide contient, sous le controle du promoteur precoce du 
cytomegalovirus humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovirus Immediate 
Early), un insert codant pour la sequence-signal de I'activateur du tPA suivie 
30 de la sequence codant pour la proteine prM-M-E. 

Exemple 7 : Construction du plasmide pFC105 
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L'ADN complementaire (ADNc) du virus de la fievre du Nil NY99 est 
synthetise avec le kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkin- 
Elmer, Norwalk, CT. 06859, USA) en utiiisant les conditions donnees par le 
foumisseur. 

Une reaction de transcription inverse, ■ suivie d'une reaction 
d'amplification en chame (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR ») est realisee 
avec 50 pi de la suspension d'ARN viral du virus de la fievre du Nil NY99 
(exemple 2) et avec les oligonucleotides suivants : 

FC.107 (36 mer) (SEQ ID NO :9) 

5' TTTTTTGATATCACCGGAATTGCAGTCATGATTGGC 3' 
et FC1 06 (33 mer) (SEQ ID NO :8), 

Ce couple d'oligonucleotides permet I'incorporation d'un site de 
restriction EcoRV et d'un site de restriction Xbal et d'un codon stop en 3' de 
Tinsert. 

La synthese du premier brin d'ADNc se fait par elongation de 
I'oligonucleotide FC106, apres hybridation de ce dernier a la matrice d'ARN. 

Les conditions de synthese du premier brin d'ADNc sont une 
temperature de 42°C pendant 15 min, puis de 99°C pendant 5 min, et enfin de 
4°C pendant 5 min. Les conditions de la reaction ACP en presence du couple 
d'oligonucleotides FC106 et FC107 sont une temperature de 95°C pendant 2 
min, puis 35 cycles (95°C pendant 1 min, puis 62°C pendant 1 min, et 72°C 
pendant 2 min), et enfin 72°C pendant 7 min pour produire un fragment de 
2076 pb. 

Ce fragment est digere par EcoRV puis par Xbal pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, le fragment EcoRV-Xba! d'environ 2058 pb. 

Ce fragment est ligature avec le plasmide d'expression pVR1012, 
prealablement digere par Xbal et EcoRV, pour donner le plasmide pFC105 
(6953 pb). Ce plasmide contient, sous.le controle du promoteur precoce du 
cytomegalovirus humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovirus Immediate 
Early), un insert codant pour la polyproteine prM-M-E. 

Exemple 8 : Construction du plasmide pFC106 
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L'ADN complementaire (ADNc) du virus de la fievre du Nil NY99 est 
synthetise avec le kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkih- 
Elmer, Norwalk, CT 06859, USA) en utilisant les conditions' donnees par le 
fournisseur. 

Une reaction de transcription inverse, suivie d'une reaction 
d'amplification en chaTne (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR ») est realisee 
avec 50 de ia suspension d'ARN viral du virus de la fievre du Nil NY99 
(exemple 2) et avec les oligonucleotides suivants : 

FC108 (36 mer) (SEQ ID NO :10) 

5' TTTTTTGATATCATGTATAATGCTGATATGATTGAC 3' 
et FC109 (36 mer) (SEQ ID NO :11) 

5' TTTTTTTCTAGATTAACGTTTTCCCGAGGCGAAGTC 3'. 

Ce couple d'oligonucleotides permet ('incorporation d'un site de 
restriction EcoRV et d'un site de restriction Xbal, d'un codon ATG initiateur en 
5' et d'un codon stop en 3' de I'insert. 

La synthese du premier brin d'ADNc se fait par elongation de 
('oligonucleotide FC109, apres hybridation de ce dernier a la matrice d'ARN. 

Les conditions de synthese du premier brin d'ADNc sont une 
temperature de 42°C pendant 15 min, puis de 99°C pendant 5 min, et enfin de 
4°C pendant 5 min. Les conditions de ia reaction ACP en presence du couple 
d'oligonucleotides FC108 et FC109 sont une temperature de 95°C pendant 2 
min, puis 35 cycles (95°C pendant 1 min, puis 62°C pendant 1 min, et 72°C 
pendant 2 min), et enfin 72°C pendant 7 min pour produire un fragment de 
2973 pb. 

Ce fragment est digere par EcoRV puis par Xbal pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, le fragment EcoRV-Xbal d'environ 2955 pb. 

Ce fragment est ligature avec le plasmide d'expression pVR1012, 
prealablement digere par Xbal et EcoRV, pour donner le plasmide pFC106 
(7850 pb). Ce plasmide contient, sous le controle du promoteur precoce du 
cytomegalovirus humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovirus immediate 
Early), un insert codant pour la polyproteine NS2A-NS2B-NS3. 
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Exemple 9 : construction du plasmide donneur pour {'insertion 
dans !e site C5 du virus canarypox ALVAC 

La figure 16 du brevet US-A-5,756,103 montre la sequence d'un 
fragment de 3199 pb de I'ADN genomique du virus canarypox. L'analyse de 
cette sequence a revele un cadre ouvert de lecture (COL) qui a ete appele 
C5L, qui commence a la position 1538 et se termine a la position 1859. La 
construction d'un plasmide d'insertion aboutissant a la deletion du COL C5L et 
a son remplacement par un site de clonage multiple flanque de signaux d'arret 
de transcription et de traduction a ete realisee comme decrit ci-apres. 

Une reaction ACP a ete realisee a partir de la matrice constitute par 
I'ADN genomique du virus canarypox et avec les oligonucleotides suivants : 

C5A1 (42 mer) (SEQ ID NO :12) : 

5' ATCATCGAGCTCCAGCTGTAATTCATGGTCGAAAAGAAGTGC 3' 
et C5B1 (73 mer) (SEQ ID NO :1 3) : 

5'GAATTCCTCGAGCTGCAGCCCGGGTTTTTATAGCTAATTAGTCAT 
TTTTTGAGAGTACCACTTCAGCTACCTC 3' 

pour isoler un fragment ACP de 223 pb (fragment B). 

Une reaction ACP a ete realisee a partir de la matrice constitute par 
I'ADN genomique du virus canarypox et avec les oligonucleotides suivants : 
. C5C1 (72 mer) (SEQ ID NO :14) : 

S'CCCGGGCTGCAGCTCGAGGAATTCTTTTTATTGATTAACTAGTCA 
TTATAAAGATCTAAAATGCATAATTTC 3' 

et C5D1 (45 mer) (SEQ ID NO :15) : 

5' GATGATGGTACCGTAAACAAATATAATGAAAAGTATTCTAAACTA 

3' 

pour isoler un fragment ACP de 482 pb (fragment C). 

Les fragments B et C ont ete hybrides ensemble pour servir de matrice 
a une reaction ACP realisee avec les oligonucleotides C5A1 (SEQ ID NO :12) 
et C5D1 (SEQ ID NO :15) pour generer un fragment ACP de 681 pb. Ce 
fragment a ete digere par les enzymes de restriction Sad et Kpnl, pour isoler, 
apres electrophorese en gel d'agarose, un fragment Sacl-Kpnl de 664 pb. Ce 
fragment a ete ligature avec le vecteur pBlueScript® II SK+ (Stratagene, La 
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Jolla, CA, USA, Cat # 212205), prealablement digere par les enzymes de 
restriction Sad et Kpnl, pour donner le plasmide pC5L. La sequence de ce 
plasmide a ete verifiee par sequencage. Ce plasmide contient 166 pb de 
sequences situees en amont du COL C5L (« bras flanquant gauche C5 »), un 
5 signal vaccine d'arret precoce de transcription, des codons stops dans les 6 
phases de lecture, un site de clonage multiple contenant les sites de 
restriction Smal, Pstl, Xhol et EcoRI, et enfin 425 pb de sequences situees en 
aval du COL C5L (« bras flanquant droit C5 »). 

Le plasmide pMP528HRH (Perkus M. et al. J. Virol. 1989. 63. 3829- 
10 3836) a ete utilise comme matrice pour amplifier la sequence complete du. 
promoteur vaccine H6 (N° d'acces GenBank M28351) avec les 
oligonucleotides suivants : 

. JCA291 (34 mer) (SEQ ID NO :16) 
5' AAACCCGGGTTCTTTATTCTATACTTAAAAAGTG 3' 
15 etJCA292(43mer)(SEQIDNO:17) 

5' AAAAGAATTCGTCGACTACGATACAAACTTAACGGATATCGCG 3' 
pour amplifier un fragment ACP de 149 pb. Ce fragment a ete digere 
par les enzymes de restriction Smal et EcoRI pour isoler, apres 
electrophorese en ge! d'agarose, un fragment de restriction Smal-EcoRI de 
20 138 pb. Ce fragment a alors ete ligature avec le plasmide pC5L, 
prealablement digere par Smal et EcoRI, pour donner le plasmide pFC107. 
Exemple 10 : construction du virus recombine VCP1712 
Une reaction ACP a ete reaiisee en utilisant le plasmide pFC105 
(exemple 7) comme matrice et les oligonucleotides suivants : 
25 FC11 0(33 mer) (SEQ ID NO. -18): 

5' TTTTCGCGAACCGGAATTGCAGTCATGATTGGC 3' 
et FC1 1 1 (39 mer) (SEQ ID NO :19) : 

5' TTTTGTCGACGCGGCCGCTTAAGCGTGCACGTTCACGGA 3' 
pour amplifier un fragment ACP d'environ 2079 pb. Ce fragment a ete 
30 digere par ies enzymes de . restriction Nrul et Sail pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, un fragment de restriction Nrul-Sall 
d'environ 2068 pb. Ce fragment a ete ensuite ligature avec le plasmide 
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pFC107 (exemple 9) prealablement digere par les enzymes de restriction Nrul 
et Sail pour donner le plasmide pFC108. 

Le plasmide pFC108 a ete linearise par Notl, puis transfecte dans des 
cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus canarypox 

5 (souche ALVAC) selon la technique de precipitation au phosphate de calcium 
precedemment decrite (Panicali et Paoletti Proc. Nat. Acad. Sci. 1982. 79. 
4927-4931 ; Piccini et al. in Methods in Enzymology. 1987. 153. 545-563. 
Eds. Wu R. and Grossman L Academic Press). Des plages positives ont ete 
selectionnees sur la base d|une hybridation avec une sonde radiomarquee 

10 specifique de la sequence nucleotidique de la glycoproteine d'enveloppe E. 
Ces plages ont subi 4 cycles successifs de selection/purification de plages 
jusqu'a ce qu'une population pure ait ete isolee. Une plage representative de 
la recombinaison in vitro entre le plasmide donneur pFC108 et le genome du 
virus canarypox ALVAC a alors ete amplifiee et le stock de virus recombine 

15 obtenu a ete designe vCP1712. 

Exemple 11 : construction du virus recombine VCP1713 
Le plasmide pFC104 (exemple 6). est digere par les enzymes de 
restriction Sail et Pmll pour isoler, apres electrophorese en gel d'agarose, un 
fragment de restriction Pmli-Sall d'environ 2213 pb. Ce fragment est ligature 

20 avec le plasmide pFC107 (exemple 9) prealablement digere par les enzymes 
de restriction Nrul et Sail pour donner le plasmide pFC109. 

Le plasmide pFC109 a ete linearise par Notl, puis transfecte dans des 
cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus canarypox 
(souche ALVAC) selon la technique de l'exemple 10. Une plage 

25 representative de la recombinaison in vitro entre le plasmide donneur pFC109 
et le genome du virus canarypox ALVAC a ete selectionnee sur la base d'une 
hybridation avec une sonde radiomarquee specifique de la sequence 
nucleotidique de la glycoproteine d'enveloppe E et a ete ensuite amplifiee. Le 
stock de virus recombine obtenu a ete designe VCP17 I3. 

30 Exemple 12 : construction du virus recombine vCP1714 

Le plasmide pFC103 (exemple 5) est digere par les enzymes de 
restriction Sail et Pmll pour isoler, apres electrophorese en gel d'agarose, un 
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fragment de restriction Pmll-Sall d'environ 1712 pb. Ce fragment est ligature 
avec le plasmide pFC107 (exemple .9) preaiablement digere par les enzymes 
de restriction Nrul et Sail pour donher le plasmide pFC1 1 0. 

Le plasmide pFC110 a ete linearise par Notl, puis transfecte dans des 
5 cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus canarypox 
(souche ALVAC) selon la technique de Pexemple 10. Une plage 
representative de la recombinaison in vitro entre le plasmide donneur pFC1 10 
et le genome du virus canarypox ALVAC a ete selectionnee sur la base d'une 
hybridation avec une sonde radiomarquee specifique de la sequence 
10 nucleotidique de la glycoproteine d'enveloppe E et a ete ensuite amplifiee. Le 
stock de virus recombine obtenu a ete designe VCP1714. 

Exemple 13 : construction du virus recombine VCP1715 
Le plasmide pFC102 (exemple 4) est digere par les enzymes de 
restriction Sail et Pmll pour isoler, apres electrophorese en gel d'agarose, un 
15 fragment de restriction Pmll-Sall d'environ 434 pb. Ce fragment est ligature 
avec le plasmide pFC107 (exemple 9) preaiablement digere par les enzymes 
de restriction Nrul et Sail pour donner le plasmide pFC1 1 1 . 

Le plasmide pFC111 a ete linearise par Notl, puis transfecte dans des 
cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus canarypox 
20 (souche ALVAC) selon la technique de I'exemple 10. Une plage 
representative de la recombinaison in vitro entre le plasmide donneur pFC1 1 1 
et le genome du virus canarypox ALVAC a ete selectionnee sur la base d'une 
hybridation avec une sonde radiomarquee specifique de la sequence 
nucleotidique de la glycoproteine de membrane M et a ete ensuite amplifiee. 
25 Le stock de virus recombine obtenu a ete designe vCP1 71 5. 

Exemple 14 : construction du virus recombine vCP1716 
Le plasmide pFC101 (exemple 3) est digere par les enzymes de 
restriction Sail et Pmll pour isoler, apres electrophorese en gel d'agarose, un 
fragment de restriction Pmll-Sall d'environ 484 pb. Ce fragment est ligature 
30 avec le plasmide pFC107 (exemple 9) preaiablement digere par les enzymes 
de restriction Nrul et Sail pour donner le plasmide pFC1 12. 
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Le plasmide pFC112 a ete linearise par Notl; puis transfecte dans des 
. cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus canarypox 
(souche ALVAC) selon la technique de I'exemple 10. Une plage 
representative de la recombinaison in vitro entre le plasmide donneur pFC112 
5 et le genome du virus canarypox ALVAC a ete selectionnee sur la base d'une 
hybridation avec une sonde radiomarquee specifique de la sequence 
nucleotidique de la glycoproteine de pre-membrane prM et a ete ensuite 
amplifiee. Le stock de virus recombine obtenu a ete designe vCP1716. 

Example 15 : construction du plasmide donneur pour I'insertion 
10 dans le site C6 du virus canarypox ALVAC 

La figure 4 du brevet WO-A-0 1/05934 montre la . sequence d'un 
fragment de 3700 pb de I'ADN genomique du virus canarypox. L'analyse de 
cette sequence a revele un cadre ouvert de lecture (COL) qui a ete appele 
C6L, qui commence a la position 377 et se termine a la position 2254. La 
15 construction d'un plasmide d'insertion aboutissant a la deletion du COL C6L et 
a son remplacement par un site de clonage multiple flanque de signauX d'arret 
de transcription et de traduction a ete realisee comme decrit ci-apres. 

Une reaction ACP a ete realisee a partir de la matrice constitute par 
I'ADN genomique du virus canarypox et avec les oligonucleotides suivants : 
20 C6A1 (42 mer) (SEQ ID NO :20) : 

5' ATCATCGAGCTCGCGGCCGCCTATCAAAAGTCTTAATGAGTT 3' 
et C6B1 (73 mer) (SEQ ID NO :21) : 

5'GAATTCCTCGAGCTGCAGCCCGGGTTTTTATAGCTAATTAGTCAT 
TTTTTCGTAAGTAAGTATTTTTATTTAA 3' 
25 pour isoler un fragment ACP de 432 pb (fragment D). 

Une reaction ACP a ete realisee a partir de la matrice constitute par 
I'ADN genomique du virus canarypox et avec les oligonucleotides suivants : 
C6C1 (72 mer) (SEQ ID NO :22) : 

5'CCCGGGCTGCAGCTCGAGGAATTCTTTTTATTGATTAACTAGTCA 
30 AATGAGTATATATAATTGAAAAAGTAA 3' 
et C6D1 (45 mer) (SEQ ID NO :23) : 
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5' GATGATGGTACCTTCATAAATACAAGTTTGATTAAACTTAAGTTG 

3' 

pour isoler un fragment ACP de 121 0 pb (fragment E). 

Les fragments D et E ont ete hybrides ensemble pour servir de matrice 
a une reaction ACP realisee avec les oligonucleotides C6A1 (SEQ ID NO :20) 
et C6D1 (SEQ ID NO :23) pour generer un fragment ACP de 1630 pb. Ce 
fragment a ete digere par les enzymes de restriction Sad et Kpnl, pour isoler, 
apres electrophorese en gel d'agarose, un fragment Sacl-Kpnl de 1613 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pBlueScript® II SK+ (Stratagene, 
La Jolla, CA, USA, Cat # 212205), prealablement digere par les enzymes de 
restriction Sacl et Kpnl , pour donner le plasmide pC6L La sequence de ce 
plasmide a ete verifiee par sequencage. Ce plasmide contient 370 pb de 
sequences situees en amont du COL C6L (« bras flanquant gauche C6 »), un 
signal vaccine d'arret precoce de transcription, des codons stops dans les 6 
phases de lecture, un site de clonage multiple contenant les sites de 
restriction Smal, Pstl, Xhol et EcoRI, et enfin 1156 pb de sequences situees 
en aval du COL C6L (« bras flanquant droit C6 »). 

Le plasmide pMPIVC (Schmitt J. F. C. et al., J. Virol., 1988, 62, 1889- 
1897 ; Saiki R. K. et al., Science, 1988, 239, 487-491) a ete utilise comme 
matrice pour amplifier la sequence complete du promoteur vaccine I3L avec 
les oligonucleotides suivants : 

FC1 12 (33 mer) (SEQ ID NO :24) : 

5' AAACCCGGGCGGTGGTTTGCGATTCCGAAATCT 3' 

et FC1 1 3 (43 mer) (SEQ ID NO :25) : 

5' AAAAGAATTCGGATCCGATTAAACCTAAATAATTGTACTTTGT 3' 
pour amplifier un fragment ACP de 151 pb. Ce fragment a ete digere 
par les enzymes de restriction Smal et EcoRI pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, un fragment de restriction Smal-EcoRI 
d'environ 136 pb. Ce fragment a alors ete ligature avec le plasmide pC6L, 
prealablement digere par Smal et EcoRI, pour donner le plasmide pFC1 13. 

Exemple 16 : construction des virus recombines vCP1717 et 
VCP1718 
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Une reaction ACP a ete realisee en utilisant le plasmide pFC106 
(exemple 8) comme matrice et les oligonucleotides suivants : 
FC1 14 (33 mer) (SEQ ID NO :26) : 
5' TTTCACGTGATGTATAATGCTGATATGATTGAC 3' 
5 et FC1 1 5 (42 mer) (SEQ ID NO :27) : 

5' TTTTGGATCCGCGGCCGCTTAACGTTTTCCCGAGGCGAAGTC 3' 
pour amplifier un fragment ACP d'environ 2973 pb. Ce fragment a ete 
digere avec les enzymes de restriction Pmli et BamHI pour isofer, apres 
electrophorese en gel d'agarose, le fragment de restriction Pmll-BamHl 
10 d'environ 2958 pb (fragment F). Le plasmide pFC113 (exemple 15) a ete 
digere par les enzymes de restriction Pmll et BamHI pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, le fragment de restriction Pmll-BamHl 
d'environ 4500 pb (fragment G). Les fragments F et G ont alors ete ligatures 
ensemble pour donner le plasmide pFC114. 
15 Le plasmide pFC114 a ete linearise par Notl, puis transfecte dans des 

cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus canarypox 
VCP1713 (exemple 11) selon la technique de precipitation au phosphate de 
calcium precedemment decrite (Panicali et Paoletti Proc. Nat. Acad. Sci. 
1982. 79. 4927-4931 ; Piccini et al. In Methods in Enzymology. 1987. 153. 
20 545-563. Eds. Wu R. and Grossman L. Academic Press). Des plages 
positives ont ete selectionnees sur la base d'une hybridation avec une sonde 
radiomarquee specifique de la sequence nucleotidique de la glycoproteine 
d'enveloppe E. Ces plages ont subi 4 cycles successifs de 
selection/purification de plages jusqu'a ce qu'une population pure ait ete 
25 isolee. Une plage representative de la recombinaison in vitro entre le plasmide 
donneur pFC114 et le genome du virus canarypox ALVAC a alors ete 
amplifiee et le stock de virus recombine obtenu a ete designe vCP1717. 

Le plasmide pFC114 linearise par Notl a egalement servi a transfecter 
des cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus 
30 canarypox vCP1712 (exemple 10) selon la technique decrite ci-dessus. Le 
stock de virus recombine ainsi obtenu a ete designe vCP1718. 
Exemple 17 : Construction du plasmide pFC115 
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L'ADN complementaire (ADNc) du virus de la fievre du Nil NY99 est 
synthetise avec le.kit « Gene Amp RNA PCR Kit » (Cat # N 808 0017, Perkin- 
Elmer, Norwalk, CT 06859, USA) en utilisant les conditions donnees par le 
foumisseur. 

5 Une reaction de transcription inverse, suivie d'une reaction 

d'amplification en chaine (Reaction « TI-ACP » ou « RT-PCR ») est realisee 
avec 50 \x\ de la suspension d'ARN viral du virus de la fievre du Nil NY89 
(exemple 2) et avec les oligonucleotides suivants : 
FC1 16 (39 mer) (SEQ ID NO :28) 
10 5' TTTTTTGATATCATGACCGGAATTGCAGTCATGATTGGC 3' 

et FC106 (33 mer) (SEQ ID NO :8). 

Ce couple d'oligonucleotides permet ("incorporation d'un site de 
restriction EcoRV et d'un site de restriction Xbal, d'un codon initiateur en 5" et 
d'un codon stop en 3' de I'insert. 

15 La synthese du premier' brin d'ADNc se fait par elongation de 

^oligonucleotide FC106, apres hybridation de ce dernier a la matrice d'ARN. 

Les conditions de synthese du premier brin d'ADNc sont une 
temperature de 42°C pendant 15 min, puis de 99°C pendant 5 min, et enfin de 
4°C pendant 5 min. Les conditions de la reaction ACP en presence du couple 

20 d'oligonucleotides FC106 et FC116 sont une temperature de 95°C pendant 2 
min, puis 35 cycles (95°C pendant 1 min, puis 62°C pendant 1 min, et 72°C 
pendant 2 min), et enfin 72°C pendant 7 min pour produire un fragment de 
2079 pb. 

Ce fragment est digere par EcoRV puis par Xbal pour ispler, apres 
25 electrophorese en gel d'agarose, le fragment EcoRV-Xbal d'environ 2061 pb. 

Ce fragment est ligature avec le plasmide d'expression pVR1012, 
preaiablement digere par Xbal et EcoRV, pour donner le plasmide pFC115 
(6956 pb). Ce plasmide contient, sous le controle du promoteur precoce du 
cytomegalovirus humain ou hCMV-IE (human Cytomegalovirus Immediate 
30 Early), un insert codant pour. la polyproteine prM-M-E. 

Exemple 18 : construction des virus recornbines vCP2017 
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Une reaction ACP a ete realisee en utilisant le plasmide pFC115 
(exemple 1 7) comme matrice et les oligonucleotides suivants : 
FC1 1 7 (36 mer) (SEQ ID NO :29) : 

5' TTTTCGCGAATGACCGGAATTGCAGTCATGATTGGC 3' 

5 etFC111 (39 mer) (SEQ ID NO :1 9) 

pour amplifier un fragment ACP d'environ 2082 pb, Ce fragment a ete 
digere par ies enzymes de restriction Nrul et Sail pour isoler, apres 
electrophorese en gel d'agarose, un fragment de restriction Nrul-Sall . 
d'environ 2071 pb. Ce fragment a ete ensuite ligature avec le plasmide 

10 pFC107 (exemple 9) prealablement digere par les enzymes de restriction Nrul 
et Sail pour donner le plasmide pFC1 16. 

Le plasmide pFC116 a ete linearise par Notl, puis transfecte dans des 
cellules primaires d'embryons de poulets infectees avec du virus canarypox 
(souche ALVAC) selon la technique de I'exemple 10. Une plage 

15 representative de la recombinaison in vitro entre le plasmide donneur pFC1 16 
et le genome du virus canarypox ALVAC a ete selectionnee sur la base d'une 
hybridation avec une sonde radiomarquee specifique de la sequence 
nucleotidique de la glycoproteine d'enveloppe E et a ete ensuite amplifiee. Le 
stock de virus recombine obtenu a ete designe VCP2017. 

20 Exemple 19 : Production de vaccins recombines 

Pour la preparation de vaccins equins, le virus recombine canarypox 
VCP1712 (exemple 10) est adjuve avec des solutions de carbomere, a savoir 
Carbopol™ 974P fabrique par BF Goodrich, Ohio, USA (poids moleculaire 
d'environ 3 000 000). 

25 Une solution stock a 1,5 % de Carbopol™ 974P est initialement 

preparee dans de I'eau distillee contenant 1 g/l de chlorure de sodium. Cette 
solution stock est alors utilisee pour I'elaboration d'une solution a 4 mg/ml de 
Carbopol™ 974P en eau physiologique. La solution stock est melangee au 
volume adequat d'eau physiologique, soit en une etape unique soit en 

30 plusieurs etapes successives, la valeur du pH est ajustee a chaque etape 
avec une solution d'hydroxyde de sodium 1N (ou encore plus concentree) afin 
d'obtenir une valeur finale de pH de 7,3-7,4. 
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La solution de Carbopol™ 974P prete a I'emploi ainsi obtenue est 
utilisee pour reprendre des virus recombines lyophilises ou pour diluer des 
solutions stocks concentrees de virus recombines. Par exemple, pour obtenir 
une suspension virale contenant 10 8 pfu par dose de 1 ml, on dilue une 
solution virale stock de maniere a obtenir un titre de 10 8,3 pfu/ml, puis on dilue 
a parties egales avec ladite solution de Carbopol™ 974P prete a I'emploi a 4 
mg/ml. 

Des vaccins recombines peuvent egalement etre produits avec des 
virus recombines canarypox vCP1713 (exemple 11) ou vCP1717 (exemple 
16) ou VCP1718 (exemple 16) ou VCP2017 (exemple 18) ou un melange des 
trois virus canarypox vCP1714 (exemple 12), vCP1715 (exemple 13) et 
VCP1716 (exemple 14) selon la technique decrite ci-dessus. 

Exemple 20 : Production de vaccins ADN pour les equins 

Une solution d'ADN contenant le plasmide pFC104 (exemple 6) est 
concentree par precipitation ethanolique comme decrit dans Sambrook et al 
(1989). Le culot d'ADN est repris par une solution de NaCI 0.9% de fagon a 
obtenir une concentration de 1 mg/ml. Une solution de DMRIE-DOPE a 0,75 
mM est preparee par reprise d'un lyophilisat de DMRIE-DOPE par un volume 
adapte d'H 2 0 sterile. 

La formation des complexes ADN plasmidique-lipide est realisee par 
dilution a parties egales de la solution a 0.75 mM de DMRIE-DOPE (1:1) par 
la solution d'ADN a 1 mg/ml dans NaCI 0.9%. La solution d'ADN est introduite 
progressivement a l'aide d'une aiguille sertie 26G le long de la paroi du flacon 
contenant la solution de lipide cationique de fagon a eviter la formation de 
mousse. On procede a une agitation douce des que les deux solutions sont 
melangees. On obtient en final une composition comprenant 0,375 mM de 
DMRIE-DOPE et 500 ug/ml de plasmide. 

II est souhaitable que I'ensemble des solutions utilisees soient a 
temperature ambiante pour I'ensemble .des operations decrites ci-dessus. On 
laisse la complexation ADN/DMRIE-DOPE se mettre en place a temperature 
ambiante pendant 30 minutes avant de proceder a I'immunisation des 
animaux. 
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Des vaccins ADN peuvent egalement etre produits avec des solutions 
d'ADN contenant les plasmides pFC104 (exemple 6) et pFC106 (exemple 8), 
ou contenant les plasmides pFC105 (exemple 7) et pFC106, les plasmides 
. pFC115 (exemple 17) et pFC106, ou contenant les plasmides pFC101, 
5 pFC102 et pFC103 (exemples 3 a 5), du contenant le piasmide pFC105 ou 
pFC1 15 selon la technique decrite dans ie present exemple. 
Exemple 21 : Tests d'expression in vitro 

L'expression des proteines WN est testee pour chaque construction par 
les methodes classiques d'immunofluorescence indirecte et de Western Blot. 
io Ces tests sont effectues sur des plaques 96 puits contenant les cellules 

CHO cultivees en monocouches et transferees par des plasmides ou 
contenant les cellules CEF cultivees en monocouches et infectees par des 
virus recombines. 

Les proteines WN sont detectees par utilisation de serums de chevaux 
15 ou de poulets infectes et d'anti-serums marques. 

La taille des fragments obtenus apres migration sur gel d'agarose est 
comparee a celles attendues. 

Exemple 22 : Efficacite sur animaux 

Les vaccins recombines et les vaccins plasmidiques sont injectes a 
20 deux reprises a environ deux semaines d'intervalle a des poulets EOPS, ages 
d'environ 7 jours, non vaccines, par voie intramusculaire sous un volume 
d'environ 0,1 ml. Un groupe temoin non vaccine est incorpore a I'etude. 

Les poulets sont eprouves par administration sous-cutanee dans le cou 
de 10 3 ^TCID 50 de virus WN pathogene. 
25 Sont observes d'une part la viremie, la reponse en anticorps ainsi que 

la mortalite. Des autopsies sont pratiquees pour observer les lesions. 
Exemple 23 : Tltrage des anticorps neutralisants anti-WNV. 
Des series de dilution sont realisees pour chaque serum avec une 
raison de 3 dans du milieu DMEM additionne de 10% de serum de veau foetal 
30 dans des plaques a 96 puits type culture cellulaire. A 0,05 ml du serum dilue 
est ajoute 0,05 ml de milieu de culture contenant approximativement 100 
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DICC 50 /ml de WNV. Ce melange est incube pendant 2 heures a 37°C en 
etuve en atmosphere contenant 5% C0 2 . 

0,15 m! d'une suspension de cellules VERO contenant environ 100 000 
cellules par ml est ensuite ajoute a. chaque melange. L'effet cytopathique 
(ECP) est observe par microscopie a contraste de phase apres 4-5 jours de 
culture a 37°C en atmosphere contenant 5% C0 2 . Les titres neutralisants de 
chaque serum sont calcules d'apres la methode de Karber. Les titres sont 
donnes sous la forme de la dilution la plus iinportante inhibant l'effet 
cytopathique pour 50 % des puits. Les titres sont exprimes en Iog10 VN50. 
Chaque serum est titre au moins deux fois, de preference quatre fois. 

Exemple 24 : Essai sur chevaux de vCP2017. 

Des vaccins recombines contenant VCP2017 (exemple 18) formules 
extemporanement avec 1 ml de I'adjuvant carbopol® 974P (4 mg/ml) ont ete 
injectes a deux reprises a 35 jours d'intervalle a des chevaux, ages de plus de 
3 mois, non vaccines, par voie intramusculaire sous un volume d'environ 1 ml. 
Trois groupes d'animaux ont ete vaccines, avec des doses de 10 5,8 DICC50 
(soft 10 5,64 pfu) pour le groupe 1 , 10 6 ' 8 DICC 50 (soit 10 6,64 pfu) pour le groupe 2 
et 10 7,8 DICC 50 (soit 10 7,64 pfu) pour le groupe 3. Un groupe temoin non 
vaccine a ete incbrpore a I'etude. 

La serologie a ete observee. Les titres en anticorps neutralisants ont 
ete etablis et exprimes en log1 0 VN50 comme indique a I'exemple 23. 



Groupe 


Titres a JO 


Titres a J 35 


Titres a J49 


1 


<0,6 


< 0,78 - 


2,66 


2 


<0,6 


1,14 


2,58 


3 


<0,6 


1,16 


2,26 


temoin 


<0,6 


<0,6 


<0,6 
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REVENDICATIONS 

1 . Vaccin pour proteger ies equins, les canins, les felins, les bovins, 
les porcins, les oiseaux, contre le virus WN, comprenant un ou plusieurs virus 
recombines avipox, NYVAC ou MVA, et exprimant les proteines prM, M et E 
du virus WN, les virus recombines comprenant un ou plusieurs 
polynucleotides codant pour une ou plusieurs proteines prM, M et E, et un 
vehicule ou excipient pharmaceutiquement acceptable. 

2. Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend 
un virus recombine avipox qui exprime ies trois proteines prM, M et E. 

3. Vaccin selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comporte 
un virus recombine avipox qui comprend un polynucleotide formant une phase 
de lecture codant pour prM-M-E. 

4. Vaccin selon la revendication 1 , 2 ou 3, caracterise en ce que le 
virus recombine est un canarypox. 

5. Vaccin selon la revendication 1 , 2 ou 3, caracterise en ce que le 
virus recombine est un fowlpox; 

6. Vaccin selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que le polynucleotide code aussi pour un peptide signal. 

7. Vaccin selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
peptide signal du virus WN. 

8. Vaccin selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il s'agit 
d'un peptide signal heterologue. 

9. Vaccin selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit du 
peptide signal de l'activateur tissulaire du plasminogene humain. 

10. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce qu'il comprend un autre polynucleotide codant pour une 
proteine d'une autre souche de virus WN et/ou d'un autre agent pathogene 
et/ou pour une cytokine. 

11. Vaccin selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce qu'il comprend un autre vecteur d'expression comprenant un 
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autre polynucleotide codant pour une proteine d'une autre souche de virus 
WN et/ou d'un autre agent pathogene et/ou pour une cytokine. 

12. Vaccin selon Tune quelconque des revendication 1 a 11, 
caracterise en ce qu'ii comprend en outre un adjuvant. 

13. Vaccin selon la revendication 12, caracterise en ce que 
I'adjuvant est choisi parmi (1) les polymeres de l'acide acrylique ou 
methacrylique et les polymeres d'anhydride maleique et de derive aicenyle, 
(2) (es sequences immunostimulatrices, (3) une emulsion huile-dans-Peau, (4) 
les lipides cationiques contenant un sel d'ammonium quatemaire, (5) les 
cytokines. 

14. Vaccin selon la revendication 13, caracterise en ce que 
i'adjuvant est un carbomere. 

15. Vaccin selon la revendication 10 ou 13, caracterise en ce que la 
cytokine est une cytokine equine ou une cytokine aviaire. 

16. Vaccin selon la revendication 15, caracterise en ce que la 
cytokine est choisie parmi interleukine 18, interleukine 12, interleukine 15, 
•MIP-1a, GM-CSF. 

17. Vaccin selon la revendication 15, caracterise en ce que la 
cytokine est choisie parmi les interleukines aviaires clL-1 8, cll_-1 5. 

18. Vaccin selon la revendication 15, caracterise en ce que la 
cytokine est le GM-CSF equin. 

19. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 18, 
formant un vaccin multivalent, caracterise en ce qu'il comprend un composant 
de vaccin contre un autre agent pathogene. 

20 Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce que le 
composant contre un autre agent pathogene comporte de I'antigene sous 
forme de sous-unite, sous-forme d'agent inactive ou sous-forme d'agent 
attenue. 

21. Vaccin selon la revendication 19 ou 20, caracterise en ce qu'il 
comprend un composant de vaccin contre le virus de la rhinopneumonie 
equine, contre le virus de la grippe equine, contre le virus de I'encephalite de 
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{'Est, contre le virus de I'Encephalite de I'Ouest, contre le virus de 
I'Encephalite Venezuelienne, contre Clostridium tetani, et leurs melanges. 

22. Vaccin selon la revendication 19 ou 20, caracterise en ce qu'il 
comprend un composant de vaccin contre le virus de la maladie de Marek, 

5 contre le virus de la maladie de Newcastle, contre le virus de la maladie de 
Gumboro, contre le virus -de la bronchite infectieuse, contre le virus de 
i'anemie infectieuse, contre le virus de la laryngotracheite infectieuse, contre 
le virus de I'encephalomyelite; contre le virus de I'enterite hemorragique, 
contre le virus de la pneumovirose, contre le virus de la peste aviaire, contre 

10 le virus de I'hydropericardite du poulet, contre le reovirus aviaires, contre 
Escherichia coli, contre Mycoplasma gallinarum, contre Mycoplasma 
gallisepticum, contre Haemophilus avium, contre Pasteurella gallinarum, 
contre Pasteurella multocida gallicida, et leurs melanges. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Merial 

<120> Vaccin contre le virus de la fievre du Nil. 
<130> XXXX 
<160> 29 

<170> Patentln version 3.0 

<210> 1 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 1 

ttttttgaat tcgttaccct ctctaacttc 
30 



<210> 2 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<22 0> 

<223> oligonucleotide 
<400> 2 

tttttttcta gattacctcc gactgcgtct tga 
33 



<210> 3 

<211> 4 0 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 3 

gatctgcagc acgtgtctag aggatatcga attcgcggcc 
40 



<210> 4 
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<211> 40 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 4 

gatccgcggc cgcgaattcg atatcctcta gacacgtgct 
4 0 



<210> 5 

<211> 30 

<212> DNA 

<213>- Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400>. 5 

ttttttgaat tctcactgac agtgcagaca 
3 0 



<210> 6 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 6 . 

tttttttcta gattagctgt aagctggggc cac 
33 



<210> 7-. 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 7 

ttttttgaat tcttcaactg ccttggaatg 
30 



<210> 8 
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<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 8 

tttttttcta gattaagcgt gcacgttcac gga 
33 



<210> 9 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 9 

ttttttgata tcaccggaat tgcagtcatg attggc 
36 



<210> 10 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 10 

ttttttgata tcatgtataa tgctgatatg attgac 
36 



<210> 11 

<211> 36 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 11 

tttttttcta gattaacgtt ttcccgaggc gaagtc 
36 



<210> 12 
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<211> 42 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 12 

atcatcgagc tccagctgta attcatggtc gaaaagaagt gc 
42 



<210> 13 

<211> 73 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<4 00> 13 

gaattqctcg agctgcagcc cgggttttta tagctaatta gtcatttttt gagagtacca 
60 

cttcagctac etc 
73 



<210> 14 

<211> 72 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 14 

cccgggctgc agctcgagga attcttttta ttgattaact agtcattata aagatctaaa 

60 • 

atgeataatt tc 
72 



<210> 15 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
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<400> 15 

gatgatggta ccgtaaacaa atataatgaa aagtattcta aacta 
45 



<210> 16 

<211> 34 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 16 

aaacccgggt tctttattct atacttaaaa agtg 
34 



<210> 17 

<211> 43 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 17 

aaaagaattc gtcgactacg atacaaactt aacggatatc gcg 
43 



<210>' 18 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 18 

ttttcgcgaa ccggaattgc agtcatgatt ggc 
33 



<210> 19 

<211> 39 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
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<400> 19 

• ttttgtcgac gcggccgctt aagcgtgcac gttcacgga 
39 



<210> 20 

<211> 42 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 20 

atcatcgagc tcgcggccgc ctatcaaaag tcttaatgag tt 
42 



<210> 21 

<211> 73 

<212> DNA ' 

<213> Artificial 

<220> 

<223>. oligonucleotide 
<400> 21 

gaattcctcg agctgcagcc cgggttttta tagctaatta gtcatttttt cgtaagtaag 
60 

tatttttatt taa 
73 



<210> 22 

<211> 72 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400:> 22 

cccgggctgc agctcgagga attcttttta ttgattaact agtcaaatga gtatatataa 
60 

ttgaaaaagt aa 
72 



<210> 23 
<211> 45 
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<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 23 

gatgatggta ccttcataaa tacaagtttg attaaactta agttg 
45 



<210> 24 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 24 

aaacccgggc ggtggtttgc gattccgaaa tct 
33 



<210> 25 

<211> 43 

<212> DNA 

<2l3> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 25 

aaaagaattc ggatccgatt aaacctaaat aattgtactt tgt 
43 



<210> 26 

<211> 33 . . 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 26 

tttcacgtga tgtataatgc tgatatgatt gac 
33 



<210> 27 
<211> 42 
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<212>' DNA 

<213> Artificial 

<220> 

<223> oligonucleotide 
<400> 27 

ttttggatcc gcggccgctt aacgttttcc cgaggcgaag tc 
42 



<210> 28 
<211> 39 
<212> DNA 

<213> artificial oligonucleotide 
<400> 28 

ttttttgata tcatgaccgg aattgcagtc atgattggc 
39 



<210> 29 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> artificial oligonucleotide 
<400> 29 

ttttcgcgaa tgaccggaat tgcagtcatg attggc 
36 
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